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 “Grito alto, 
quiero acariciar estrellas con tus ojos: Alma. 
Aurora bondadosa, 
dame la luz de tus pespuntes y riberas, 
la dulce eternidad de tus caderas. 
 
Admiro, tiemblo, quiebro a cada paso  
y me dejo zozobrar por las quimeras  
de una tierra que a las ocho virgen se sueña. 
 
Me gusta ser por sorpresa un cielo limpio, 
y lloviznar con amapolas cariñosas 
sobre las mesas de papel y las aceras, 
sobre la triste enredadera. 
 
Cantar es mi corazón de trigo 
que a veces está perdido 
y en otras verde o tostado 
o simplemente abandonado. 
 
Y soy tan tuya como de todos 
como del horizonte, del infinito, 
tan tremendamente limpia como la noche, 
como la nada, 
como las botas mojadas pretendiendo ser barquitos. 




“Sólo aquel que ha estado en lo más profundo de los valles puede entender lo que es 
estar en la cumbre de las más alta montaña" 
Richard Nixon 
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1. ASPECTOS GENERALES: HIPOXIA Y SISTEMAS DE DEFENSA 
 
El O2, por medio de la respiración celular, es utilizado en las células para 
oxidar los nutrientes y obtener la energía necesaria para todas sus funciones, dando 
CO2 y H2O como principales productos de desecho. El aporte de O2 desde la 
atmósfera a las células es llevado a cabo por los aparatos respiratorio (o 
ventilatorio) y circulatorio. En conjunto este proceso conlleva el bombeo del aire 
rico en O2 desde la atmósfera a los alvéolos, donde se produce la difusión del O2 a 
la sangre y su unión a la hemoglobina (Hb), transportándose de este modo a todos 
los capilares sistémicos del organismo. La disociación del O2 unido a la Hb y su 
difusión al medio interno permite su acceso al interior de las células y a las 
mitocondrias, donde se oxidan los nutrientes. Igual camino, pero en sentido 
inverso, sigue el CO2 desde las mitocondrias a la atmósfera.   
Siempre que el aporte de O2 a las células sea insuficiente para que éstas 
puedan desarrollar con normalidad sus funciones nos encontraremos en una 
situación de hipoxia. Esta puede ser de diferentes tipos, dependiendo de si se 
produce por un aprovisionamiento inadecuado de O2 a la sangre (hipoxia 
hipóxica), de una disminución de la capacidad de la sangre de unir o desprender el 
O2 (hipoxia anémica), de un enlentecimiento en la velocidad de circulación de la 
sangre (hipoxia de estasis) o de una incapacidad de las células para utilizar el O2 
(hipoxia histotóxica). Fisiológicamente en un animal sano sólo es posible la hipoxia 
hipóxica, que resulta de una disminución de la presión de oxígeno (PO2) en el aire 
inspirado debido a las grandes alturas, a esta hipoxia la llamaremos hipoxia 
fisiológica. El resto de las hipoxias serán patológicas.   
Los animales superiores disponen de mecanismos reguladores que, al actuar 
sobre los aparatos respiratorio y circulatorio, tienden a prevenir o minimizar la 
hipoxia y en el estado adulto existen tres sistemas responsables de estas respuestas 
tal y como se describe en la Figura 1:  
Las células musculares lisas de las arterias pulmonares (CMLAP), que 
detectan la caída de la PO2 y se contraen en respuesta a la hipoxia alveolar 
redirigiendo la sangre hacia zonas pulmonares bien ventiladas para mejorar la 
oxigenación de la sangre a nivel pulmonar y la relación ventilación-perfusión 
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(V/Q) denominándose a esta respuesta vasoconstricción pulmonar hipóxica (VPH) 
(Marshall et al., 1994).  
Las células quimiorreceptoras del cuerpo carotídeo (CQCC) y en menor 
grado los cuerpos aórticos, detectan la PO2 arterial y en respuesta a la hipoxia en 
sangre arterial se activan generando respuestas reflejas, con el aparato respiratorio 
y circulatorio como principales efectores, para aumentar el bombeo de aire a los 
pulmones (hiperventilación) y de sangre a los tejidos, y así tratar de conseguir 
restablecer los parámetros a la normalidad. Asimismo el CC realiza una función 
homeostática en relación al pH del medio interno, cooperando con los 
quimiorreceptores centrales (González et al., 1994).  
Las células productoras de Eritropoyetina (EPO), que detectan la hipoxia 
sistémica y responden produciendo un aumento de EPO, activando la eritropoyesis 
y aumentando la capacidad de la sangre para transportar O2 (Jelkmann, 1992). 
SENSIBILIDAD  A LA HIPOXIA FISIOLOGICA
Células quimiorreceptoras
del cuerpo carotídeo







Hiperventilación: disminuye la PCO2 y posibilita
que aumente la PO2 alveolar
Vasoconstricción pulmonar, mejora de la
relación V/Q y de la oxigenación de la sangre
Aumento de producción de eritropoyetina,
aumento de eritropoyesis y de la capacidad de la
sangre para transportar O2
 
Figura 1. Células especializadas con sensibilidad a la hipoxia fisiológica: A) CQCC que detectan la 
PO2 arterial y desencadenan una hiperventilación refleja encaminada a mejorar la PO2 alveolar; B) 
CMLAP que desencadenan la VPH redirigiendo la sangre hacia zonas mejor ventiladas con el 
consiguiente ajuste de la V/Q; C) Células productoras de EPO en el riñón que aumentan el número 
de hematíes en respuesta a la hipoxia y con ello la capacidad de transporte de O2 por la sangre. 
(Modificada de González et al., 2010). 
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También existen células con sensibilidad a la hipoxia fisiológica en el estado 
fetal, como las células cromafines de médula adrenal, que pierden tempranamente 
su sensibilidad a la hipoxia en el período postnatal cuando la médula adrenal es 
inervada por los nervios esplácnicos (Rico et al., 2005; Seidler y Slotkin, 1985). Igual 
les sucede a las células quimiorreceptoras (CQ) de los cuerpos pulmonares 
neuroepiteliales, que son sensibles al O2 en animales neonatales y que se atrofian en 
el animal adulto (Peers y Kemp, 2001). 
1.1 Vasoconstricción pulmonar hipóxica (VPH) 
 El carácter o significado adaptativo de la VPH generalizada típica de la 
hipoxia fisiológica es cuestionado. Sin embargo, se acepta sin reservas que durante la 
vida fetal la VPH juega un papel decisivo en la supervivencia del feto, ya que el alto 
nivel de resistencias en la circulación pulmonar fuerza a la sangre oxigenada 
proveniente de la placenta, mezclada con sangre venosa fundamentalmente de 
territorios drenados por la cava superior y que bombea al ventrículo derecho, a que se 
desvíe por el “ductus arteriosus” hacia la circulación sistémica. Es aceptado igualmente 
que la VPH regional que ocurre en múltiples patologías localizadas o que afectan 
incluso a uno de los pulmones completos juega un papel decisivo en la optimización 
de las relaciones V/Q del pulmón considerado como un todo. La VPH en los sectores 
pulmonares enfermos mal ventilados en los que la presión de oxígeno alveolar (PAO2) 
es baja, minimiza su perfusión y fuerza el flujo sanguíneo hacia las áreas pulmonares 
bien ventiladas para optimizar el intercambio gaseoso. Los intensivistas conocen muy 
bien que los potenciadores de la VPH tipo almitrina mejoran la presión de oxígeno 
arterial (PaO2) en muchos cuadros clínicos con desequilibrios ventilatorios 
exagerados. Paradójicamente, la administración de óxido nítrico (NO) inhalado, que 
es un potente vasodilatador de la circulación pulmonar, también mejora la 
oxigenación de la sangre, ya que sólo accede a las zonas ventiladas produciendo 
vasodilatación y no actúa en las zonas patológicas no ventiladas.   
1.2 Hiperventilación refleja  
 La hiperventilación fue apreciada como respuesta a la hipoxia fisiológica 
por los primeros fisiólogos-expedicionarios de grandes alturas, pero hasta Gay-
Lussac no hubo constancia escrita de los síntomas sufridos en estas condiciones 
ambientales (7000 m). El fisiólogo alemán, F.W. Pflüger describió en 1868, la 
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hiperventilación producida al respirar N2 puro y Boycott y Haldane en 1908 
describieron en detalle los efectos ventilatorios de la hipoxia hipóxica de distintas 
intensidades como una hiperventilación con aumento de la frecuencia y 
profundidad de los movimientos respiratorios. En 1928, Fernando de Castro, 
discípulo de Cajal, descubrió que el CC que hasta entonces había sido considerado 
un ganglio simpático (ganglium minutum, ganglium exiguum) o una glándula 
(glándula carotica, glándula intercarotica), era en realidad un órgano sensorial 
inervado por un nervio sensorial, el nervio del seno carotídeo (NSC) o nervio de 
Hering, y no por un nervio secretomotor, advirtiendo la estrecha relación que 
existe entre las células epiteliales del CC (conocidas ahora como CQ o de tipo I) y 
los capilares sanguíneos así como con las terminaciones sensoriales. De Castro 
postuló que la función del CC sería la detección de los cambios en la composición 
de la sangre proponiendo que esta función era llevada a cabo por las CQ que 
actuaban como sensoras de la PO2. En 1930, Corneille Heymans en Gante descubría 
que la hiperventilación que originaba la hipoxia era refleja y que el reflejo tenía su 
origen en el CC, hecho por el que recibió el Premio Nobel de Fisiología y Medicina 
en 1938. 
En la actualidad se sabe que en los animales superiores, los 
quimiorreceptores arteriales en situaciones de disminución de la PO2 o del 
contenido de O2, generan respuestas reflejas aumentando el bombeo de aire a los 
pulmones y de sangre a los tejidos para tratar de mantener la homeostasis del 
organismo completo. Las CQCC se activan instantáneamente cuando disminuye la 
PaO2 y aumentan la liberación de neurotransmisores (NT); éstos activan a las 
terminaciones sensoriales del NSC aumentando su frecuencia de descarga; estos 
impulsos activan al centro respiratorio y se produce un aumento proporcional de la 
ventilación pulmonar (Figura 2). Un aspecto muy importante de esta respuesta 
hiperventilatoria originada en el CC es su umbral. Cuando la PaO2 es de en torno a 
70 mmHg (equivalente a una presión barométrica (PB) de 600 mmHg y una altitud 
de 2.000 m), los CC comienzan a activarse y a aumentar ligeramente la ventilación. 
Si consideramos que a esa PaO2 de 70 mmHg la saturación de la Hb es del 94%, 
resulta que el CC se anticipa a la hipoxia tisular, tratando de prevenirla. Otro hecho 
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que se aprecia en la figura es que a PaO2 inferiores a 40-45 mmHg, disminuciones 





























Presión arterial de O2  
Figura 2. Relación entre la PaO2 y la actividad en el NSC y la ventilación pulmonar. Nótese el 
umbral de ambas respuestas en torno a 75 mmHg y la subida exponencial de las mismas a medida 
que disminuye la PaO2. La línea de puntos corresponde a la ventilación basal (5 l/min) a nivel del 
mar (PaO2 = 100 mmHg) y la actividad basal (frecuencia de potenciales de acción (PA) en fibras 
únicas del NSC, 2 a 3 potenciales/s) a la misma PO2. La ganancia máxima de ambas respuestas es 
próxima a 8 a 10 veces la basal. (Tomada de González, 2006). 
 
1.3 Respuesta de las células productoras de EPO  
 La policitemia de grandes alturas es normocítica por lo que el aumento del 
número de hematíes produce un aumento proporcional de la [Hb]. Es evidente que 
un aumento de la [Hb], aun cuando la PaO2 esté disminuida, aumenta el contenido 
de O2 arterial (CaO2). El umbral de hipoxia para la producción de EPO es 
comparable al descrito para la activación del CC, de forma que con PaO2 = 70-75 
mmHg (a ≈1.800-2.200 m sobre el nivel del mar) comienza a haber un aumento en 
la secreción de EPO. Dado que el aumento de la [Hb] producido por la hipoxia es 
aproximadamente proporcional a la disminución de la PaO2, la cantidad de O2 que 
transporta la sangre a distintas alturas se mantiene. En un sujeto normal a nivel del 
mar con una PaO2 de 100 mmHg, el CaO2 ligado a la Hb es de ≈ 189 ml de O2/l de 
sangre (CaO2 = 145 x 1,34 x 97,5/100 = 189 ml de O2/l de sangre; 145 es la [Hb] en 
g/l; 1,34 es la capacidad máxima de la Hb para transportar O2 en ml O2/g de Hb; 
97,5/100 es el % de saturación de la Hb a la PaO2 normal de 100 mmHg). Pues bien, 
a 4.400 de altura sobre el nivel del mar según señalan Ward y cols. (1995), la [Hb] 
aumenta a 171 g/l y la PaO2 cae a 47 mmHg con una saturación de la Hb del 82% lo 
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que nos proporcionaría una cantidad de O2 ligado a la Hb de 188 ml de O2/l de 
sangre. Lo mismo ocurre a 5.300 m, la eritropoyesis normocítica aumenta, con lo 
que la cantidad de O2 que transporta la sangre sigue siendo la misma que a nivel 
del mar. 
Sin embargo, no hay que olvidar que el parámetro importante para definir 
la hipoxia es la PO2 tisular. Con consumos de O2 normales (250 ml/min) y un gasto 
cardíaco normal de 5,5 l/min, sabemos que a nivel del mar la diferencia entre CaO2 
y el contenido venoso de O2 (CvO2), CaO2 − CvO2 , es de en torno a 45 ml de O2, 
que la saturación de la Hb en sangre venosa es próxima al 75% y que la presión 
venosa de O2 (PvO2) media es de 40 mmHg, y por tanto la PO2 tisular media podría 
acercarse a 40 mmHg. A 4.400 m (asumiendo un consumo de O2 y un gasto 
cardíaco idénticos) habríamos de tener la misma CaO2 − CvO2 de 45 ml de O2 para 
satisfacer el consumo de O2 corporal y dado que el CaO2 es el mismo, 190 ml/l de 
sangre, el CvO2 tiene que ser de 145 ml O2/l de sangre. La saturación de la Hb en la 
sangre venosa a 4.400 m se calcula como: 145 ml O2/l = 171 g de Hb/l x 1.34 ml 
O2/l x % Saturación; lo que nos da una saturación del 63.3%. A esa saturación le 
corresponde una PO2 de ≈ 34 mmHg que sería la PvO2 media y la PO2 tisular 
máxima esperada a 4.400 m.  
Así pues, gracias a las respuestas adaptativas, la VPH, la hiperventilación y 
la policitemia, se consigue que la diferencia de 53 mmHg en la PaO2 entre el nivel 
del mar y los 4.400 m, sea sólo de 6 mmHg a nivel de la PO2 tisular.  
 Mi trabajo de Tesis Doctoral se va a centrar en dos de las tres estructuras con 
sensibilidad a la hipoxia fisiológica, los vasos pulmonares y el CC. Por ello pasaré a 
revisar con algún detalle la organización estructural y funcional de los mismos. En 
esta revisión voy a seguir el orden o secuencia temporal de la exposición y 
respuesta a la hipoxia. Las CMLAP, que detectan y responden fundamentalmente a 
la PAO2, son las primeras en luchar contra la hipoxia y unos segundos más tarde lo 
hacen las CQCC. 
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2. CIRCULACIÓN PULMONAR: CONSIDERACIONES GENERALES 
 
El sistema vascular de distribución del flujo sanguíneo en los pulmones 
constituye o conforma la circulación pulmonar y es de gran importancia para el 
intercambio de gases y en último término para la respiración celular. La arteria 
pulmonar (AP), que sale del ventrículo derecho, se bifurca en dos arterias que 
irrigan cada uno de los pulmones y que se ramifican en arterias más pequeñas y 
arteriolas siguiendo las divisiones del árbol bronquial. La principal característica de 
estas AP es la delgadez de sus paredes y su alta distensibilidad en comparación con 
la de los vasos sistémicos. La presión en la arteria pulmonar (PAP) permanece baja 
y permite el intercambio de O2 y CO2 a través de dos finas capas de células que 
separan los capilares y los alvéolos: el endotelio capilar y el epitelio alveolar. Al 
mantenimiento de esta baja presión contribuye el endotelio vascular pulmonar y la 
producción de mediadores vasodilatadores. La disfunción del endotelio puede dar 
lugar a alteraciones del tono vascular pulmonar o hipertensión pulmonar.  
En el hombre, durante la sístole, la PAP es de unos 25 mmHg, similar a la 
que se registra en el ventrículo derecho. Después del cierre de la válvula pulmonar, 
al final de la sístole-inicio de la diástole, la presión en el ventrículo cae bruscamente 
hasta 0-1 mmHg, mientras que la PAP lo hace lentamente al fluir la sangre a través 
de los capilares pulmonares, hasta un valor medio de presión arterial diastólica 
(Pa) de unos 8 mmHg. Toda esta secuencia origina una PAP media de ≈15 mmHg. 
En el hombre, el volumen de sangre que nos encontramos en los pulmones es 
alrededor de 600 ml, de los cuales unos 200 se encuentran en los capilares y el resto 
se distribuyen casi por igual entre arterias y venas. La pérdida de sangre de la 
circulación sistémica como consecuencia de una hemorragia, por ejemplo, puede 
compensarse, al menos en parte, por el desplazamiento de sangre de los vasos 
pulmonares a los sistémicos, pero dado que el volumen sanguíneo sistémico es 
unas 8-9 veces superior al volumen pulmonar, un desplazamiento de sangre de la 
circulación pulmonar a la sistémica posee un efecto compensatorio menor. En 
realidad es la venoconstricción de la circulación sistémica el mecanismo más 
importante de compensación ante una pérdida de sangre. 
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En los pulmones se pueden distinguir hasta 3 zonas con diferentes patrones 
de flujo sanguíneo. En una persona erguida existen en torno a 30 cm de distancia 
entre el extremo superior del pulmón (ápex pulmonar) y el extremo inferior (bases 
pulmonares), con la consiguiente diferencia de presión hidrostática entre los vasos 
de la parte superior y los de la inferior, que representa una diferencia de en torno a 
23 mmHg, de los cuales 15 se encuentran por encima  del  corazón  y  8  por debajo. 
Los  capilares  de  las  paredes alveolares están distendidos por la presión 
sanguínea de su interior y simultáneamente son comprimidos por la presión 
alveolar (PA) exterior, por lo que cuando el valor de la PA es mayor que la presión 
capilar los capilares se cierran y cesa el flujo sanguíneo (Figura 3).  
 
Figura 3.  Modelo zonal para el flujo sanguíneo en el pulmón. El flujo es función de la altura 
vertical y dependiente de la relación entre presión alveolar y vascular. PA, presión alveolar; Pa, 
presión arterial; Pv, presión venosa. (Tomado de Hlastala y Glenny, 1999). 
 
Zona 1: Se caracteriza por ausencia de flujo sanguíneo en todos los momentos del 
ciclo cardíaco, puesto que la presión capilar nunca llega a superar la PA local. 
Zona 2: El flujo sanguíneo es intermitente, sucede sólo durante los momentos de 
máxima presión arterial, es decir, durante la sístole, cuando la presión arterial 
pulmonar es superior a la PA. 
Zona 3: El flujo sanguíneo es continuo pues la presión arterial y la presión capilar 
pulmonar son mayores que PA durante todo el ciclo cardíaco. 
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Una vez producida la ventilación pulmonar y teniendo aire rico en O2 en los 
alvéolos, el paso siguiente es la difusión del O2 hacia la sangre y del CO2 en 
dirección opuesta, aunque en realidad la difusión de gases es un proceso continuo. 
La presión parcial que ejerce cada gas en la mezcla de gas respiratorio alveolar 
fuerza a las moléculas a disolverse, primero en la membrana alveolar y luego en la 
sangre, ocurriendo lo mismo pero a la inversa con las moléculas de gas disueltas en 
la sangre. El grado de difusión neta está determinado por la diferencia entre las 
presiones parciales de cada uno de los gases entre los alvéolos y la sangre. En los 
líquidos, cuando hablamos de la tasa de difusión de gases, hay que considerar 
además de la diferencia de presión, otros factores como pueden ser: la solubilidad 
del gas en el líquido, el área transversal del líquido, la distancia a recorrer, el peso 
molecular del gas y la Tª del líquido. Los gases implicados en la respiración son 
muy solubles en las membranas celulares y la mayor limitación de movimiento que 
presentan es la tasa de difusión a través del agua tisular.   
 
 La composición del gas alveolar es diferente a la del gas atmosférico por 
varias causas ya que sólo es sustituido parcialmente durante la respiración, y 
además se está absorbiendo continuamente O2 del aire alveolar y está difundiendo 
CO2 desde la sangre pulmonar a los alvéolos. A su vez, la humidificación del aire 
atmosférico seco que penetra en las vías respiratorias, hace que el vapor de agua 
con que se humidifica diluya los otros gases del aire inspirado. 
 Los pulmones a su vez mantienen un volumen de aire, que se conoce como 
capacidad residual funcional (CRF), que es de unos 2.3 litros en el varón y que se 
renueva lentamente. Cada respiración normal introduce en los alvéolos unos 350 - 
400 ml, con lo que la tasa de renovación es lenta. La estabilidad de la composición 
alveolar es útil para evitar variaciones bruscas en la oxigenación tisular y el pH al 
interrumpirse temporalmente la ventilación. En cuanto al aire espirado está 
compuesto de una mezcla de aire del espacio muerto (aire atmosférico saturado de 
vapor de agua) y de aire alveolar. Así la primera porción espirada es aire 
humidificado típico, mientras que al final sólo se espira gas alveolar. 
 Una vez que el O2 ha difundido de los alvéolos (Figura 4), se transporta 
mayoritariamente combinado con la Hb (98.5% del total) a los capilares tisulares, 
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donde se libera para ser utilizado por las células. A nivel del mar, la PAO2 es de en 
torno a 104 mmHg, y en la sangre venosa mezclada es de 40 mmHg. Cuando la 
sangre ha recorrido un tercio del trayecto capilar alveolar ya alcanza un valor 
próximo a 104 mmHg. Esta gran velocidad de difusión del O2 y de saturación de la 
sangre es muy útil para situaciones en que aumenta mucho el gasto cardíaco, como 
ocurre durante el ejercicio, y el tiempo de permanencia de la sangre en los capilares 





El O2 total unido a la Hb en la sangre arterial, saturada al 97%, es de unos 
19.4 ml/100 ml de sangre, cantidad que se reduce hasta los 14.4 ml al pasar por los 
capilares de la circulación sistémica. Esto da una cantidad de O2 cedido a los tejidos 
de 5 ml/100 ml de sangre en condiciones normales (lo que contabiliza unos 250 ml 
de O2, que es el O2 que consume el organismo humano en reposo). Durante el 
ejercicio intenso, las células musculares activas usan O2 en una tasa elevada, de 
modo que la sangre venosa que llega a los pulmones es mucho más pobre en O2. La 
reserva capilar pulmonar permite la saturación de la Hb y la normalidad de la PO2 
en la sangre arterial. El aumento concomitante del gasto cardíaco hace posible el 
ajuste entre la capacidad de transporte de O2 por el aparato circulatorio y el 
aumento de extracción de O2 por los músculos activos. En situaciones de hipoxia 
Figura 4. Intercambio gaseoso en 
los alveolos. A) Estructura del árbol 
bronquial mostrando la estrecha 
relación que existe entre alveolos y 
capilares. B) Esquema explicativo 
de los procesos de difusión de O2 y 
de CO2 que se producen en el 
interior de un alveolo pulmonar 
rodeado por una extensa red de 





moderada, hasta una PO2 de 60 mmHg, la Hb de la sangre arterial sigue saturada a 
un nivel del 89%, con lo que se siguen cediendo unos 5 ml de O2 por cada 100 ml de 
sangre a los tejidos, manteniendo la PO2 tisular apenas sin modificaciones.  
 
3. COMPORTAMIENTO DE LOS VASOS PULMONARES FRENTE A LA 
HIPOXIA: VASOCONSTRICCIÓN PULMONAR HIPÓXICA (VPH) 
 
3.1 Descubrimiento y significado de la VPH 
 Según hemos comentado ya, los mecanismos que minimizan los efectos 
perjudiciales de la hipoxia pueden dividirse en respuestas adaptativas lentas, que 
requieren transcripción de genes, y respuestas fisiológicas agudas, que tienen 
lugar en segundos o minutos, como la VPH, que optimiza la relación V/Q y la 
activación de los CC, que incrementan la ventilación. Las respuestas adaptativas 
lentas están orquestadas por factores de transcripción, como el factor inducible por 
hipoxia (HIF) que activa la transcripción de genes con efecto sobre la respuesta 
hipóxica: EPO, transportador de glucosa, enzimas glicolíticos y factores 
angiogénicos. El efecto neto de las respuestas que modifican la expresión génica es 
mejorar la adquisición de O2 y la generación de energía para un suministro dado de 
O2, mientras que el efecto de las respuestas fisiológicas agudas, como la VPH y la 
hiperventilación, es mejorar a nivel pulmonar la captación de O2 por el organismo. 
A mediados del siglo XIX, se desarrollaron técnicas que permitieron 
registrar las presiones intravasculares en animales vivos. Los estudios realizados 
por fisiólogos como Ludwig (1847) estimularon el interés por el conocimiento de la 
función circulatoria. En 1852, Beutner registró las primeras medidas de la PAP que 
era de media de 29.6 mmHg en el perro, 17.6 mmHg en el gato y 12.1 mmHg en el 
conejo. Beutner también observó fluctuaciones en la PAP, que atribuía a la 
actividad cardíaca y a la ventilación y descubrió que la interrupción de la 
ventilación por un “largo período de tiempo” causaba un incremento en la PAP 
que se revertía al restaurar la ventilación. Posteriormente, otros laboratorios han 
investigado los efectos de la respiración sobre la circulación; en particular, los 
cambios en la PAP y la presión arterial sistémica (PAS) tras un proceso de asfixia. 
En animales anestesiados y paralizados con curare, el cese de la ventilación 
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artificial provocaba un aumento asíncrono en la PAP y la PAS de ~200 y 200-400% 
de la línea base, respectivamente, seguido de una caída en la PAS junto con 
bradicardia progresiva y un aumento adicional en la PAP de ~200-500% de la línea 
base (Bradford y Dean, 1894; Wood, 1902). Si la ventilación no se restituía, la PAP 
revertía su aumento para caer en paralelo con la PAS y se producía rápidamente la 
muerte del animal. Sin embargo, las explicaciones del aumento inicial en la PAP 
fueron más controvertidas. Bradford y Dean, en 1894, denominaron  al  aumento de 
la PAP tras un periodo de asfixia como “una constricción activa de los vasos 
pulmonares” y Wood en 1902, entre otras propuestas, sugirió que podría deberse a 
la contracción directa de las arterias de la circulación pulmonar lo que pronto hizo 
que esta hipótesis fuese aceptada como la más probable por la mayoría de 
investigadores. Durante  casi medio siglo no hubo grandes aportaciones al tema. 
Pero en 1946, Von Euler y Liljestrand redescubrieron los efectos opuestos de la 
hipoxia sobre la circulación sistémica y pulmonar felina y describieron el papel de 
la VPH como un mecanismo adaptativo encaminado a mejorar las condiciones de 
utilización del aire alveolar. En 1947, Motley y cols. observaron que la respiración 
de aire al 10% de O2 duplicaba la resistencia vascular pulmonar (RVP) en los seres 
humanos, mientras que la resistencia vascular sistémica (RVS) disminuía de forma 
paralela. A partir de este trabajo de Von Euler y Liljestrand, considerado como la 
primera descripción de la VPH, muchos autores la han verificado tanto en animales 
intactos como en pulmones aislados. 
 La mayoría de estudios en animal intacto demostraron que la ventilación 
regional del pulmón con mezclas de gases hipóxicas provocaba desviación del flujo 
cardíaco fuera de la región hipóxica. Los estudios en pulmón aislado confirmaban 
que la respuesta pulmonar presora a la hipoxia no dependía de influencias neurales 
o humorales de fuera del pulmón, validando la propuesta de Von Euler y 
Liljestrand de que la hipoxia podía actuar a través de mecanismos locales para 
causar la VPH y optimizar así la relación V/Q local (Sylvester et al., 2012). 
Los estudios de Marshall y Marshall (1983) concluyeron que la PAO2, más 
que la PvO2, era el principal estímulo para la VPH, citando que “la PAO2 tiene un 
mayor efecto… sobre la VPH… que la PvO2… debido principalmente al 
intercambio de O2 entre el gas alveolar y la sangre en las pequeñas arterias 
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pulmonares” y concluyeron que la VPH “… se desencadenaba por cada célula de 
músculo liso que responde a la tensión de O2 en sus proximidades, dentro de la 
pared arterial pulmonar. Son las arteriolas pulmonares de resistencia (<200 μm), 
rodeadas por los alveolos, las que responden más a la PAO2 y manifiestan de forma 
más enérgica la VPH (ver Archer et al., 2004;  Sylvester et al., 2012).  
En suma, la VPH puede describirse como el incremento rápido, reversible y 
que no muestra adaptación, de la RVP que se desencadena por una hipoxia 
alveolar moderada (PAO2 =70-30 mm Hg) a través de un mecanismo intrínseco de la 
propia circulación pulmonar, especialmente de su árbol arterial (y en menor 
medida de sus venas) y que se mantiene incluso en pulmones aislados 
perfundidos. Es un mecanismo muy conservado en mamíferos y también en los 
humanos y aunque está modulado por el endotelio pulmonar a través de la 
liberación de una serie de sustancias, persiste en anillos de AP sin endotelio y en 
CMLAP aisladas. En hipoxia severa (PaO2 <20 mmHg), se observa una constricción 
breve seguida de vasodilatación pulmonar (Sylvester et al., 2012). 
 El significado de la VPH en situaciones de ventilación regional desigual de 
distintas zonas del pulmón es bien claro: en las zonas con ventilación disminuida o 
nula, la PAO2 disminuye, lo que promueve contracción casi instantánea de las 
CMLAP de las zonas afectadas y desvío del flujo hacia zonas adecuadamente 
ventiladas. Así pues, la VPH evita un efecto shunt redistribuyendo la sangre hacia 
zonas bien ventiladas. Para apreciar el alcance real de la VPH frente a la ventilación 
regional desigual, cabe preguntarse si dicha ventilación regional desigual ocurre 
con frecuencia o por el contrario es una situación que sólo se observa en el 
laboratorio. La respuesta es que la ventilación alveolar desigual ocurre en muchos 
tipos de patologías pulmonares tales como neumonías no generalizadas, zonas 
atelectásicas, enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) moderada, 
obstrucción bronquial por tumor o cuerpo extraño, etc., patologías frecuentes en la 
clínica humana. Además, bajo anestesia general y en particular en todas las 
situaciones de cirugía torácica se producen alteraciones regionales de la ventilación 
que acarrearían desequilibrios V/Q y arterialización inadecuada de la sangre. La 
VPH minimiza o tiende a minimizar los desequilibrios V/Q y a mejorar la PaO2, 
como lo demuestra el hecho de que en muchas de las situaciones mencionadas la 
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administración de potenciadores de la VPH mejora la oxigenación de la sangre 
(Marshall et al., 1994; Gorecka et al., 2003; Roze et al., 2011; Sylvester et al., 2012). 
Otro aspecto distinto a considerar es el significado de la VPH en la hipoxia 
hipóxica generalizada de grandes alturas, es decir, ¿constituye la VPH de grandes 
alturas una respuesta adaptativa beneficiosa para el organismo? La primera clave 
de la respuesta es conocer la magnitud de la VPH que se encuentra en situaciones 
de hipoxia fisiológica y el grado de hipertensión pulmonar que genera. De acuerdo 
con el libro de Comroe de Fisiología Respiratoria (1974), la presión pulmonar 
media en sujetos nativos a altitudes > 5000 m sobre el nivel del mar no llega a los 40 
mmHg. En tres estudios realizados en sujetos sanos en laboratorios de grandes 
alturas (≈4500 m), la presión pulmonar sistólica tras periodos de adaptación 
relativamente cortos (< de 15 días), fue siempre inferior a 43 mmHg (Ghofrani et al., 
2004; Richalet et al., 2005; Scherrer et al., 1996). Por lo tanto, podríamos decir que 
los aumentos de PAP generados por la VPH son moderados y considerablemente 
menores a los encontrados en la clínica humana (p.ej., EPOC).  
Una segunda clave a considerar es si este nivel de PAP causa efectos 
deletéreos. La existencia de hipertrofia ventricular derecha (que sería consecuencia 
directa del aumento de la PAP) en nativos de grandes alturas, es conocida desde la 
década de los 1950, pero no consta que esta hipertrofia produzca ninguna 
limitación en reposo ni pérdida de la tolerancia a la actividad física (Rubin y Naeije, 
2004). El otro efecto perjudicial atribuido a la VPH es la aparición de edema 
pulmonar. En una serie de estudios realizados en alpinistas y recopilados por Ward 
y cols. (1995) muestran que las incidencias de aparición de edema pulmonar son 
del 2.5% a 4.243 m y descienden al 0.6% a 3.700 m. No parece pues que el edema 
pulmonar constituya un efecto deletéreo importante. De hecho, estudios 
posteriores realizados a 4.243 m, muestran que tras haber instruido de los posibles 
riesgos a los alpinistas, la incidencia de edema disminuyó. Ward y cols. concluyen 
que la VPH causa un aumento de la PAP y de la presión en ventrículo derecho, sin 
aumentar la presión capilar pulmonar y por tanto sin riesgo de aparición de edema. 
Pero la pregunta no es si la VPH de grandes alturas causa patología, sino si 
es beneficiosa, lo que debería reflejarse en una mejora en la oxigenación de la 
sangre así como en una posible disminución de la incidencia de edema. Pues bien 
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hay tres estudios que han abordado el tema sometiendo a sujetos a grandes alturas 
y tratándoles con vasodilatadores para minimizar o contrarrestar la VPH (NO 
inhalado; Scherrer et al., 1996; sildenafil; Ghofrani et al., 2004; Richalet et al., 2005). 
Los efectos encontrados no son consistentes entre los distintos estudios, pero 
parecería que la VPH podría ser perjudicial. En nuestra opinión (ver González, 
2006) sin embargo, los resultados de los estudios no son concluyentes, ya que en 
ningún caso fue posible excluir los efectos sistémicos de los tratamientos. Por tanto, 
podríamos decir que el carácter adaptativo y beneficioso de la VPH generalizada 
de grandes alturas no es fácilmente evidenciable. La conclusión de Marshall y cols. 
en 1994: "The activities of hypoxic pulmonary vasoconstriction span the range from 
homeostasis to pathophysiology" asignando un papel homeostático a la VPH, resume 
de forma sencilla la discusión que hemos presentado.  
Sin embargo, como ya hemos visto, no hay duda de que durante la vida fetal 
la VPH juega un papel decisivo en la supervivencia del feto, ya que el alto nivel de 
resistencias en la circulación pulmonar fuerza a la sangre oxigenada de la placenta, 
mezclada con sangre venosa principalmente de territorios drenados por la cava 
superior y que bombea el ventrículo derecho, a desviarse por el “ductus arteriosus” 
hacia la circulación sistémica. 
 
3.2 Mecanismos de la VPH  
Fue el trabajo de Madden et al. (1992) el que demostró que la detección de la 
hipoxia era un mecanismo o propiedad intrínseca de las CMLAP. Estos autores 
aislaron CML de arterias cerebrales y de tres tamaños de arterias pulmonares 
(<200, 200-600 y >800 µm) de gato y las estudiaron 72-96 h más tarde. Midieron la 
longitud de las fibras en respuesta a la hipoxia y a agentes vasoactivos típicos 
(norepinefrina; NE y serotonina; 5-HT) usando una camarita de perfusión colocada 
en un microscopio invertido. Según puede verse en el panel inferior en la Figura 5, 
sólo las células de las AP de pequeño y mediano calibre se contrajeron con la 
hipoxia. Aunque no se muestra en la figura, los autores observaron que todas las 
células se contraían en respuesta a los agentes vasoactivos. El patrón de respuestas 
a la hipoxia, concluyen los autores, indica que al menos en el gato, el sensor 
hipóxico está localizado dentro de las propias CML. Por tanto se había terminado 
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con las llamadas hipótesis de los mediadores liberados o bien por el endotelio, los 
















































¿Cómo detectan las CMLAP la hipoxia y cómo se genera la contracción en 
respuesta a la misma? El descubrimiento de los canales de K+ en las CQCC en 1988 
(López-Barneo et al., 1988) llevó a explorar la posible existencia de canales análogos 
en las CMLAP. Y en efecto, dos grupos, casi simultáneamente, describieron la 
existencia de canales de K+ sensibles a la hipoxia en CMLAP (Post et al., 1992; Yuan 
et al., 1993). La conclusión fue que la inhibición de los canales de K+ debía de ser un 
evento clave que liga la hipoxia a la VPH causando la despolarización de las 
CMLAP y la subsiguiente entrada de Ca2+ en las células. De hecho el modelo 
vigente de la transducción hipóxica en las CMLAP durante más de una década 
(Archer y Michelakis, 2002; Michelakis et al., 2004) era idéntico al que González et 
al. (1992, 1994) habían propuesto para las CQCC (Figura 6) y algunos autores 
Figura 5. VPH. A) Se muestra un 
registro de la PO2 arterial como 
resultado de un pulso de 5 min de 
duración. B) Se muestran las 
respuestas opuestas de la PAP y la 
PAS tras la aplicación de dicho 
pulso hipóxico. C) Se muestra que 
son las CML de los vasos 
pulmonares de resistencia 
(arteriolas de pequeño y mediano 
calibre) las que se contraen frente a 
la hipoxia. La arteria cerebral 
tampoco se contrae en respuesta a 





siguen manteniendo vigente el presente modelo de VPH, siendo las etapas 
marcadas en azul las peor conocidas y por tanto las más controvertidas.  






Inhibición de canales de K+ sensibles a la PO2
↓
Despolarización de las CQCC y de las CMLAP
↓
Activación de canales de Ca2+dependientes de voltaje
↓
Aumento de la [Ca2+] intracelular
↓
Liberación de neurotransmisores (CQCC) y contracción (CMLAP) 
↓
Aumento de la ventilación y redistribución del flujo sanguíneo pulmonar  
Figura 6. Cascada de transducción hipóxica en las CQCC y en las CMLAP. Las etapas marcadas en 
azul representan los aspectos más controvertidos en ambos tipos celulares. (Tomado de Obeso et al., 
2006).  
 
Sin embargo, otros autores proponen esquemas distintos, atribuyendo un 
papel en cierto modo secundario, a los canales de K+ sensibles a la hipoxia. 
Utilizando registros electromiográficos en segmentos de AP aislados y perfundidos 
con solución salina control, la respuesta que se obtiene es del tipo de la mostrada 
en la parte A de la Figura 7. Como podemos ver esta respuesta es muy distinta a la 
que se obtiene con los registros in vivo, midiendo PAP donde la respuesta aumenta 
progresivamente hasta alcanzar una meseta estable y duradera proporcional al 
grado de hipoxia (Figura 5). Existe sin embargo, en este caso, un pico transitorio de 
aumento de tensión que en unos pocos minutos cae marcadamente para luego 
incrementar de forma progresiva hasta alcanzar una meseta más o menos estable y 
con niveles de tensión de ≈ el 50% del pico inicial transitorio. Cuando el registro se 
obtiene en un medio sin Ca2+, el pico inicial de tensión se atenúa y la tensión cae 
incluso por debajo de la obtenida en normoxia con solución salina control (Figura 
7A).  
La combinación de registros en segmentos de arteria intactos con segmentos 
sin endotelio, en condiciones con y sin Ca2+, ha permitido definir 3 fases en la 
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respuesta contráctil de las AP a la hipoxia (Figura 7B): la fase 1, que es intrínseca a 
las CMLAP y que dependería fundamentalmente del Ca2+ liberado de los 
depósitos; la fase 2, que es también generada intrínsecamente en las CMLAP y 
depende del Ca2+ extracelular (Ca2+e), de la entrada de Ca2+ en dichas células; y 
finalmente, la fase 3 que también depende del Ca2+e y desaparece en preparaciones 
denudadas de endotelio por lo que se debería a la liberación de factores 
endoteliales que activan la contracción de las CMLAP, por lo que esta tercera fase, 
no es intrínseca a las células musculares. Los registros directos de Ca2+ intracelular 








































































En la actualidad, este modelo se ha modificado ligeramente, ya que se ha 
propuesto la participación de distintos compartimentos del retículo sarcoplásmico 
en el papel jugado por el Ca2+ liberado de los depósitos tal y como se muestra en el 
artículo de Connolly et al. (2013; Figura 14). Estos dominios espacialmente 
separados (uno cercano a la membrana y otro más interno) contribuirían de forma 
diferente a las distintas fases de la VPH. No queremos dejar de reseñar que la 
valoración de las respuestas contráctiles en presencia y ausencia de Ca2+ es 
apreciada de forma distinta por diferentes autores, aunque todos ratifican el 
significado primordial de la entrada de Ca2+ con la observación de que en medios 
libres de Ca2+ la VPH queda limitada a una pequeña contracción transitoria o 
Figura 7. VPH in vitro. Esta figura 
está  compuesta con datos de 
distintas publicaciones: A) Ward y 
Aaronson, 1999; B) Evans et al., 2011; 
C) Sylvester et al., 2012. 
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desaparece del todo” (Connolly et al., 2013; Figura 3C; Shimoda y Undem, 2010; 
Sylvester et al., 2012). 
Obviamente, a partir de esta descripción surge un número importante de 
preguntas que nos acercan a la problemática real de los mecanismos de la VPH. Por 
ejemplo: 
1. ¿Qué hace la hipoxia en las CMLAP para promover la liberación del Ca2+ inicial 
durante la fase 1? 
2. ¿En qué compartimento intracelular está el Ca2+ almacenado y por qué vía(s) 
alcanza la maquinaria contráctil? 
3. ¿Por qué vías entra el Ca2+ desde el medio extracelular al interior de las CMLAP? 
4. ¿Cuál es el papel real de los canales de K+ sensibles a la hipoxia? 
Las contestaciones a estas preguntas están ensambladas entre sí en lo que 
constituyen las posibles vías o modelos de transducción del estímulo hipóxico 
propuestos en las CMLAP. Por tanto, en la breve revisión que hacemos de cada 
modelo intentaremos dar contestación a las cuatro preguntas. 
 
3.2.1 Hipótesis Redox 
El laboratorio de Archer ha liderado un amplio número de publicaciones y 
revisiones (ver Weir y Archer, 2010) en las que el mecanismo clave sería que la 
hipoxia disminuye la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) a nivel 
mitocondrial y a nivel de la NADPH oxidasa, siendo esta disminución la que 
produciría un aumento de los miembros reducidos de los distintos pares redox de 
las células (par glutatión reducido/oxidado (GSH/GSSG); par redox nicotinamida 
adenina dinucleótido fosfato reducido/oxidado (NAD(P)H/NAD(P)), etc.) y en 
último término una reducción de los grupos sulfidrilos de los canales de K+ 
sensibles a la hipoxia, disminuyendo su probabilidad de apertura (Po) y por tanto 
causando despolarización, activación de canales de Ca2+ dependientes de voltaje 
(VOCC), entrada de Ca2+ y disparo de la contracción. Hay que señalar que la 
sensibilidad de los canales de K+ al estado redox es muy variable, ya que unos 
subtipos de canales de K+ disminuyen su Po en respuesta a los reductores mientras 
que otros la aumentan (González et al., 2002). El canal de K+ regulado por voltaje 
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Kv1.5, responsable de la transducción hipóxica según el laboratorio de Archer, 
disminuye su Po en hipoxia y en respuesta a agentes reductores. A este modelo 
habría que añadir la observación hecha por Wilson et al. (2001) mostrando que el 
aumento de nicotinamida adenina dinucleótido en su forma reducida (NADH) 
impide la degradación de ADP-ribosa cíclica (ADPRc), aumentando sus niveles. 
Este segundo mensajero activa los receptores de Rianodina (RyR) del retículo 
endoplásmico, actuaría promoviendo la liberación de Ca2+ de los depósitos 
intracelulares. Habría que añadir también que la maquinaria enzimática 
relacionada con la síntesis y degradación  de ADPRc en los vasos pulmonares es 
paralela a su capacidad de responder a la hipoxia (al igual que lo es la actividad de 
la quinasa dependiente de AMP (AMPK; Evans et al., 2005; ver más adelante).  
 
3.2.2 Hipótesis de las especies reactivas de O2 
Una propuesta o modelo totalmente opuesto es el liderado por el 
laboratorio de Schumacker: el efecto primario de la hipoxia es aumentar la 
producción de ROS a nivel mitocondrial; las ROS serían los mensajeros o factores 
claves en el disparo de la VPH. Como es obvio, esta propuesta choca frontalmente 
con la anterior, implicando que una o las dos no son correctas; de otro lado los 
mecanismos que conducirían a un aumento de ROS en hipoxia no están 
definitivamente resueltos. En una de sus múltiples revisiones recientes (ver p.ej. 
Schumacker, 2011; Mungai et al., 2011) este laboratorio propone que la hipoxia 
causa directamente un aumento de la producción de ROS a nivel del complejo III 
de la cadena respiratoria mitocondrial. Su propuesta concreta es que el ubiquinol 
totalmente reducido difunde al nicho de la membrana interna mitocondrial donde 
se aloja el complejo III, uniéndose a la membrana en el sitio Qo. La transferencia de 
los dos electrones del ubiquinol sigue un orden preciso. El primer electrón es 
transferido a la proteína Rieske que contiene un grupo hierro-azufre con el 
resultado neto de que el ubiquinol se transforma en el radical ubisemiquinona con 
un solo electrón desapareado. La ubisemiquinona, normalmente cede el electrón 
desapareado que le queda a los citocromos b del complejo III, pero puede 
transferirlo de forma alternativa al O2 para formar el radical anión superóxido 
(O2•−). En cualquier caso, la molécula oxidada resultante, la ubiquinona, entra de 
25 
 
nuevo en el pool de las quinonas, lista para aceptar otro par de electrones del 
complejo I o II y transformarse en ubiquinol para reiniciar el ciclo (Turrens, 2003; 
Schumacker, 2011). Sin embargo no se sabe cómo en hipoxia este proceso de 
transferencia de electrones para formar O2•− supera paradójicamente (la palabra es 
de Schumacker) al proceso de transferencia de electrones hacia el O2 en situación 
de normoxia, ya que la formación de O2•− por la transferencia de un electrón al O2 
es directamente dependiente de la PO2 (Turrens, 2003) por lo que tienen que entrar 
en juego mecanismos adicionales para explicar el aumento de la producción de O2•− 
en hipoxia. Taylor y Moncada (2010) proponen que el NO puede ser dicho factor y 
lo explican así: en normoxia, la citocromo oxidasa liga NO y lo oxida a nitrito y en 
hipoxia, a medida que la citocromo oxidasa va siendo reducida, el NO compite por 
el O2 en su unión con la citocromo oxidasa, con el resultado neto de que la 
citocromo oxidasa se inhibe. Esta inhibición hace que se acumule el NO y que los 
complejos proximales de la cadena respiratoria se reduzcan, lo que facilitaría la 
cesión de electrones desapareados al O2 y la formación de O2•−. Sea cual fuere el 
mecanismo de la producción de O2•−, o más en general el mecanismo de 
producción de ROS, la propuesta de transducción sería como sigue: la hipoxia 
conduce a un aumento de la producción de ROS que promueven la liberación de 
Ca2+ del retículo vía los RyR (fase 1). La liberación de Ca2+ promueve la activación 
de canales de Ca2+ operados por depósito (SOCC, store operated calcium channels) 
con la consiguiente entrada de Ca2+; la entrada de Ca2+ por los SOCC junto con la 
inhibición de canales de K+ sensibles a la hipoxia causa la activación de los VOCC; 
en conjunto, ambas vías de entrada contribuyen a la génesis de la fase 2 de la VPH. 
La contribución relativa de los SOCC vs. los VOCC no está clara, con distintos 
autores dándoles un papel mayoritario a uno u otro según sus propios hallazgos 
(ver Park et al., 2010; Sylvester et al., 2012). Hay que mencionar que en CMLAP 
incubadas con RNA de interferencia (RNAi) para STIM1 (Stromal interaction 
molecule 1), el sensor de vaciado/llenado de depósitos de Ca2+ del retículo que 
cuando se vacían los depósitos interacciona con ORAI1 (Calcium release-activated 
calcium channel protein 1), un componente de los SOCC y activador de su apertura, 
se reduce marcadamente el aumento de Ca2+i, igualando casi la respuesta en un 
medio libre de Ca2+ (Lu et al., 2009). Esto indicaría que los SOCC juegan un papel 
26 
 
primordial, ya sea directa o indirectamente promoviendo la despolarización y 
contribuyendo a que se abran los canales operados por voltaje. Habría que añadir, 
además, que las ROS activan la síntesis de ADPRc lo que haría más dinámico el 
tráfico de Ca2+ en los depósitos (ver Sylvester et al., 2012).  
Un modelo más elaborado, en el que se propone que el aumento de ROS es 
la señal de disparo de la VPH, ha sido propuesto por el laboratorio de Pérez-
Vizcaíno de la Universidad Complutense de Madrid. En una serie de publicaciones 
(p.ej., Frazziano et al., 2011; Moreno et al., 2013) se sugiere el siguiente modelo: la 
hipoxia promueve un aumento de ROS de origen mitocondrial (sensible a 
rotenona), que actuarían de cebadores en la génesis de ROS. Las ROS 
mitocondriales activarían la esfingomielinasa neutra y ésta a una isoforma de la 
proteína quinasa C (PKC), la PKCζ, que fosforilaría a la subunidad p47phox de la 
NADPH oxidasa facilitando el ensamblaje del complejo enzimático y la producción 
masiva de ROS (sensibles a apocianina) que serían los efectores de la VPH. Las ROS 
inhibirían a los canales de K+ con la consiguiente activación de los VOCC, entrada 
de Ca2+ y contracción. Este modelo tendría el gran interés, si se confirmara, de 
proporcionar dianas terapéuticas para la hipertensión pulmonar, ya que en todas 
las hipertensiones pulmonares clínicamente relevantes hay un componente de 
constricción hipóxica: los inhibidores de la esfingomielinasa neutra, los análogos 
inactivos de ceramida o los inhibidores específicos de la PKCζ serían futuros 
agentes terapéuticos.    
 
3.2.3 Hipótesis estado energético-AMPK 
El tercer modelo de transducción propone a la proteína quinasa regulada 
por AMP (AMPK) como el sensor que mediaría la VPH. La AMPK es una enzima 
heterotrimérica formada por una subunidad catalítica α y dos subunidades 
reguladoras, β y γ. El adenosín monofosfato (AMP) compite con el adenosín 
trifosfato (ATP) en su unión a la subunidad γ, de tal forma que cuando aumenta el 
AMP, éste desplaza al ATP y esta unión promueve la fosforilación de la subunidad 
α promoviendo su actividad catalítica. La AMPK fosforila un gran número de 
enzimas de rutas metabólicas que promueven la génesis de ATP, e inhibe, también 
por fosforilación, enzimas que promueven reacciones anabólicas consumidoras de 
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ATP. Hardie (2008) afirma que, la AMPK se activa en situaciones de crisis para 
mantener la funcionalidad de las células. Desde esta perspectiva, podemos 
preguntarnos si la hipoxia de una intensidad tan moderada como la que es capaz 
de generar VPH, es una situación de crisis para las CMLAP. 
La carga energética de las células que puede tener un valor teórico entre 1 y 
cero, se define por la siguiente ecuación:  
Carga energética = [ATP] + ½[ADP] / [ATP] + [ADP] + [AMP] 
El valor sería de 1 si todos los fosfatos de adenosina estuvieran en la forma 
de ATP y sería de 0 si todos estuvieran en forma de AMP. En condiciones estables, 
en la generalidad de las células, tiene un valor entre 0.9 y 0.8 y las concentraciones 
molares del ATP, adenosín difosfato (ADP) y AMP están, respectivamente, en el 
rango de 5, 0.5 y 0.15 mM. Por tanto, las proporciones ATP/AMP son ≥30 (Evans et 
al., 2005). La mayor parte del ATP en las células se usa en reacciones que producen 
ADP + fosfato inorgánico (Pi) existiendo unas pocas reacciones (p.ej., la elongación 
de las proteínas) en las que el ATP genera AMP + P~P,  sin embargo la mayor parte 
del AMP en las células proviene de la acción de la adenilato quinasa:  
ADP + ADP ⎯→← ATP + AMP 
Aunque esta reacción es reversible, en periodos de mucha actividad celular 
cuando se genera mucho ADP o en hipoxia o déficit de sustratos cuando la síntesis 
de ATP es baja, el ADP se acumula y la reacción se desplaza hacia la derecha como 
un mecanismo rápido de mantener la disponibilidad de ATP. Y obviamente en 
estas condiciones el cociente ATP/AMP disminuye y se activa la AMPK, que en 
sentido estricto sería más un sensor del estado energético de las células que un 
sensor de O2. Como en el caso del CC (González et al., 2010) podríamos 
preguntarnos: ¿a la PO2 que se produce la VPH (30-70 mmHg; ver apartado 3.1) 
hay una disminución de la síntesis de ATP? La respuesta no es clara, aunque bien 
es cierto que en lisados de la muscular de vasos pulmonares ha sido descrito que el 
cociente ATP/AMP con un valor de 25 a presiones de 155-160 mmHg disminuyó a 
12 tras incubaciones de 1h a 16-21 mmHg (Evans et al., 2005). Sin embargo, estas 
PO2 (y este periodo de tiempo), de acuerdo con lo que hemos comentado en la 
sección anterior, habrían de considerarse generadoras de respuestas distintas a la 
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VPH. En un trabajo reciente, el grupo de Schumacker (Mungai et al., 2011), 
encuentra que en realidad la activación de la AMPK se produciría a través de la 
activación de canales de Ca2+ activados por la liberación de calcio (calcium induced 
calcium release; CICR) por acción de las ROS, sin aumento de  los niveles de AMP.   
El Prof. Mark Evans sigue proponiendo que la AMPK es el sensor de O2 
(Evans, 2006; Evans et al., 2011). Datos adicionales que apoyan su modelo son: 1) La 
AMPK aumenta la síntesis de ADPRc, que sería el promotor de la liberación de 
Ca2+ de los depósitos y del inicio de la VPH en su fase 1; 2) El AICAR (5-
aminoimidazol-4-carboxamida ribósido) que se metaboliza a un análogo de AMP, 
capaz de activar la AMPK, promueve contracción de los vasos pulmonares que, al 
igual que la VPH, es inhibida por bloqueo de los RyR; 3) Una pirrazolopirimidina 
permeable a las membranas celulares, el compuesto C, que es un inhibidor 
inespecífico de la AMPK, inhibe la VPH. Sin embargo, a pesar de estos hechos, hay 
otras observaciones que no sustentan el papel de la AMPK como sensor de la 
hipoxia. Por ejemplo, cabría esperar que la eliminación de la glucosa del medio de 
superfusión y la inhibición de la cadena respiratoria, que conducen a un aumento 
de actividad de la AMPK, potenciasen la VPH y sin embargo, el efecto de eliminar 
la glucosa posee efectos que son especie dependientes y los efectos de los 
inhibidores de la cadena respiratoria son variables, ya que unos la inhiben (sin 
afectar la contracción producida por otros agonistas) y otros no hacen nada. Hay 
pues datos a favor y en contra del papel de la AMPK como posible sensor de la 
hipoxia y hoy por hoy no puede aceptarse que la AMPK juegue el papel crítico en 
la VPH que el laboratorio del Prof. Evans propone (Sylvester y cols., 2012).  
La Figura 8 tomada de Sylvester et al. (2012) resume los datos que acabo de 
presentar sobre los distintos modelos de transducción de la VPH. Sin embargo no 
quiero terminar esta sección sin hacer unas consideraciones finales sobre el 
significado real de los canales de K+ en las CMLAP. Son muchos los autores que 
han pretendido identificar “el canal de K+” relevante para la respuesta a la hipoxia 
en estas células. Si nos fijamos en la Figura 8 vemos que en las partes B y C de la 
figura no se hace referencia a los canales de K+ y entonces cabe preguntarse si son o 
no necesarios para la VPH. Tras leer un gran número de publicaciones nuestro 
sentir es que sí, que son importantes, si no como disparadores de la fase 1 de la 
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VPH, al menos sí en la fase 2, facilitando la despolarización de las CMLAP y la 
apertura de canales de Ca2+ dependientes de voltaje.  
Hipótesis Redox
Hipótesis del estado energético-AMPK
Hipótesis de las especies reactivas de O2 (ROS)
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Figura 8. Modelos de transducción en la VPH. (Tomada de Sylvester et al., 2012). 
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En una revisión sobre el significado de canales de K+, Park y cols. (2010) 
enfatizan la diversidad de canales y su distribución regional diferente, con la 
noción in mente de que los canales que se expresan en los vasos de resistencia han 
de ser los importantes. Sólo aquellos canales capaces de contribuir al potencial de 
membrana (Em) podrían ser mediadores de la despolarización hipóxica (aunque si 
hay una despolarización previa producida por los SOCC este requisito no sería 
imprescindible). Sin embargo, los TASK no son importantes para la VPH y los 
Kv1.5 y Kv2.1 no satisfacen los criterios cinéticos y farmacológicos de la VPH. 
 
4. HIPEROXIA PERINATAL Y VPH 
 
La exposición perinatal de animales a hiperoxia (60% O2, 0-4 semanas 
postnatales) produce hipotrofia del CC y disminución de la respuesta del órgano a 
la hipoxia en animales adultos cuando se monitoriza como actividad eléctrica en el 
NSC (Bavis et al., 2013; Bisgard et al., 2003, 2005; Erickson et al., 1998; Fuller et al., 
2002; Ling et al., 1997 a, b, c; Prieto-Lloret et al., 2004; Wenninger et al., 2006). Sin 
embargo, cuando la respuesta del CC se mide como efecto reflejo de su 
estimulación, actividad en el nervio frénico o ventilación, la disfunción producida 
es apreciada de forma distinta. Nuestro laboratorio (Prieto-Lloret et al., 2004), al 
igual que en los estudios de Dauger y cols. (2003) y Wenninger y cols. (2006), no 
observa alteraciones ni en la ventilación basal ni en la respuesta ventilatoria a test 
de hipoxia o hipercapnia al estudiar a los animales a los 4 meses de edad. Hemos 
de señalar no obstante que en el estudio de nuestro laboratorio solo se midió la 
frecuencia respiratoria, ya que el equipo disponible en aquel momento no permitía 
medir el volumen corriente. Ling y cols. (1998) describieron una disminución 
marcada en la respuesta a la hipoxia a los 4 meses de edad, respuesta que se 
recuperaba y que a los 14 meses las respuestas de los animales hiperóxicos 
perinatales eran normales. Por el contrario Fuller y cols. (2002; ver también Bavis et 
al., 2013) sostiene que la alteración de la respuesta a la hipoxia no se recupera, que 
es permanente. Tiene interés señalar que Prieto-Lloret et al. (2004) y muy 
recientemente Kim y cols. (2013) concluían que en los animales hiperóxicos sólo 
sobrevivían un porcentaje pequeño de CQ (de ahí la atrofia del CC) y las que 
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sobrevivían respondían de forma inadecuada (respuesta secretora y cinética del 
aumento de Ca2+ producido por la hipoxia anómalas), y dado que las respuestas a 
alto K+ extracelular (K+e) eran normales, el daño molecular en estas células ha de 
localizarse en una etapa previa a la despolarización y a la entrada de Ca2+.  
A pesar de que la literatura sobre el efecto de la hiperoxia perinatal y 
funcionalidad del CC es abundante, no hay publicado ningún estudio sobre el 
posible papel de la hiperoxia perinatal sobre la VPH, y ello a pesar de que según 
hemos venido comentando, las cascadas de transducción hipóxica en las CQCC y 
en las CMLAP han sido consideradas como idénticas o muy similares en muchos 
laboratorios (ver apartado anterior). Prieto-Lloret en su Tesis Doctoral (2005) 
presentó resultados de una serie de experimentos realizados en una preparación de 
pulmón aislado in situ en los que mostraba que la hiperoxia perinatal producía 
pérdida de la VPH, mientras que no se modificaba la respuesta constrictora a alto 
K+ ni se observaba atrofia de la muscular de vasos pulmonares de resistencia. Estas 
observaciones han constituido el punto de partida de esta Tesis Doctoral. 
Pretendíamos confirmar los hallazgos en una preparación in vivo y, caso de 
confirmar la pérdida de la VPH, ahondar en los posibles mecanismos de dicha 
alteración (ver Objetivos). Abordamos este problema por la gran importancia 
potencial que podría tener desde el punto de vista médico. En efecto, la 
oxigenoterapia en recién nacidos es muy frecuente, particularmente en los niños 
prematuros y aunque el objetivo de dicha terapia es conseguir una saturación de la 
Hb normal (>98%; esto es, no se pretende conseguir una hiperoxemia), el hecho es 
que la PAO2, que es el estímulo para las CMLAP, es obligatoriamente alta. Además, 
desafortunadamente, en la oxigenoterapia a los recién nacidos, son frecuentes 
accidentes indeseables de hiperoxemia real, bien conocidos por los daños 
irreversibles que producen en retina (retinopatía del prematuro; Bavis et al., 2013; 
Hartnett y Penn, 2012; Tracy et al., 2004). En estos casos desafortunados la situación 
sería superponible a la situación en nuestros animales. Pues bien, si la hiperoxemia 
dañara la VPH de forma permanente, ello significaría la pérdida de un mecanismo 
homeostático que, en situaciones de ventilación regional desigual (neumonías, 
atelectasias, EPOC, obstrucciones bronquiales, etc.) tendería a agravar o no 
compensaría en absoluto la hipoxemia producida por la enfermedad. Además, en 
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situaciones de anestesia general y particularmente en casos de cirugía torácica, se 
producen alteraciones regionales de la ventilación cuyos efectos deletéreos sobre la 
oxigenación de la sangre son minimizados por la VPH, que es quien tiende a 
asegurar una PO2 arterial normal. De hecho, en todas estas situaciones patológicas 
se usan con frecuencia potenciadores de la VPH para mejorar la saturación de la 
Hb en sangre arterial (Glasser et al., 1983; Gorecka et al., 2003; Roze et al., 2011). Por 
tanto, en el presente trabajo consideramos de gran interés continuar explorando los 
hallazgos hechos por Prieto-Lloret en 2005. 
 
5. ESTRUCTURA DEL CC 
 
5.1 Anatomía 
 El CC, o glomus caroticum, es un órgano par localizado en las proximidades 
de la bifurcación de la arteria carotídea (ver Figura 9 para más detalles). Está 
formado de islotes celulares que forman el parénquima glómico, rodeados de tejido 
conectivo. Dentro de estos islotes encontramos células glómicas, quimiorreceptoras  
o de tipo I, y células sustentaculares o de soporte, o tipo II.  Las de tipo I o CQ son 
más numerosas, de núcleo redondo y claro, con un citoplasma rico en vesículas de 
núcleo denso y ocupan el centro de los islotes. Las células tipo II son aplanadas, sin 
especializaciones citoplasmáticas, y están situadas en la periferia de los islotes.   
  
 El CC recibe irrigación de la arteria glómica, que suele nacer en la carótida 
externa, se ramifica y origina una intrincada red de capilares que se estima es 5 
veces más densa que la red capilar que irriga el cerebro, lo que da al órgano su 
característico color rosado. Los capilares establecen una relación estrecha con los 
islotes celulares, minimizando el espacio de difusión del O2 entre los capilares y las 
CQ (inferior a 20 µm).  A pesar del elevado consumo de O2 del CC (1.5 ml O2/100 
g/min) la diferencia arterio-venosa del O2 es mínima gracias al elevado flujo de 
sangre que lo atraviesa (1.3 l /100 g/min), lo que permite al CC funcionar incluso 
en situaciones de hipoxia extremas. Esta elevada capilarización determina que en 
normoxia ningún área del CC se encuentra con PO2 inferiores a los 40 mmHg. 
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Existe un control reflejo del flujo sanguíneo que en hipoxia incrementa el riego al 
CC. Este aumento del flujo sanguíneo se corresponde con la hiperemia funcional de 
cualquier tejido, y además representa un mecanismo para evitar la sobreactivación 
del CC, ya que la vasodilatación aumenta el aporte de O2 al CC. En situaciones de 
hipoxia crónica (HC), con demanda sostenida de O2 al CC, se produce una 




Las CQCC reciben inervación sensorial a través del NSC. Las fibras 
sensoriales provienen de neuronas del ganglio glosofaríngeo inferior o petroso, y 
penetran en los islotes, donde forman sinapsis con las CQ. Además el CC recibe 
inervación simpática en sus vasos, y parasimpática que se origina en las neuronas 
presentes en la superficie del CC (agrupadas formando microganglios), y en otras 
neuronas dispersas a lo largo del NSC. Estas fibras, de carácter nitrérgico-
colinérgico, controlan el flujo sanguíneo al CC, y por lo tanto su actividad funcional 
(Campanucci et al., 2003; Wang et al., 1995). Las fibras simpáticas que inervan los 
vasos del CC tienen un significado funcional opuesto al de las parasimpáticas. 
Figura 9.  Localización  y estructura del CC.   
A. Región de la bifurcación carotídea derecha: 1, 
seno carotídeo; 2, carótida interna; 3, carótida externa; 
4, CC; 5, ganglio petroso; 6, Nervio del seno carotídeo; 
7, Ganglio cervical superior; 8, nervios 
ganglioglomerulares; 9, ganglio nodoso.  B. Esquema 
de la estructura del CC: 1, células glómicas, tipo I o 
quimiorreceptoras; 2, célula sustentacular o tipo II; 3, 
vesículas sinápticas; 4, terminaciones nerviosas 
sensoriales; 5, fibra sensorial; 6, capilares que rodean 
el islote celular. C. Representación que muestra la 
inervación de los “clústeres” de CQCC por fibras 
aferentes de las neuronas del petroso y fibras eferentes 
del nervio glosofaríngeo. También se muestra la 
estrecha relación que existe entre las CQCC y las 
células de tipo II así como su proximidad a los vasos 
sanguíneos. D.  Imagen de confocal de una sección 
de CC de rata de 2 semanas obtenida mediante 
inmunohistoquímica: fibras nerviosas y terminaciones 
nerviosas (rojo) y tirosina hidroxilasa (TH) que detecta 




5.2 Ultraestructura y neuroquímica 
Vistas al microscopio electrónico las células tipo I o CQ presentan 
numerosas vesículas de núcleo denso, que al igual que las células cromafines de 
médula adrenal, contienen catecolaminas (CA) y péptidos opioides. También 
poseen vesículas pequeñas de núcleo claro, que podrían contener acetilcolina 
(ACh).  
Las células de tipo II están presentes con un número más bajo que las células 
tipo I y se encuentran en estrecha asociación con éstas. Hay un cociente 
aproximado de 1 célula tipo II por cada 4 células tipo I (McDonald, 1981). Las 
células de tipo II no tienen vesículas de núcleo denso ni de núcleo claro y siempre 
se les ha otorgado la función de células de soporte aunque recientemente se les 
considera células madre quimiorreceptoras (López-Barneo et al., 2009; Pardal et al., 
2007) y pueden participar activamente en la señalización paracrina durante la 
quimiotransducción.  
Otras estructuras a señalar serían las “gap-junctions”, que proporcionan un 
alto grado de acoplamiento eléctrico (Eyzaguirre, 2007) entre CQ adyacentes. 
Desde el punto de vista ultraestructural las terminaciones nerviosas sensoriales son 
polimorfas. Existen contactos entre las terminaciones y las células en los que las 
especializaciones presinápticas se encuentran en la célula glómica y otros en los 
que se encuentran en la terminación nerviosa. Por otro lado, entre una misma 
célula y una terminación nerviosa pueden existir contactos en los que la 
polarización funcional aparente tiene una dirección dada y en una zona adyacente 
tiene sentido opuesto  (sinapsis recíprocas). Las sinapsis químicas y eléctricas 
(McDonald, 1981) entre estos elementos junto con la presencia de varios NT y sus 
receptores en las células tipo I y/o en las terminaciones nerviosas, permite un 
complejo procesamiento sensorial en el CC. Este procesamiento implica vías de 
señalización tanto sinápticas como autocrinas–paracrinas.  
 
5.3 Neurotransmisión en el CC  
La respuesta del CC evaluada por la frecuencia y el patrón de las descargas 
en el NSC, está modulada por las acciones de varios NT y neuromoduladores que 
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actúan sobre receptores ionotrópicos y metabotrópicos en el CC (Nurse y Piskuric, 
2013; Iturriaga y Alcayaga, 2004; González et al., 1994; Nurse, 2010). Entre las 
sustancias presentes en el CC que son conocidos NT se encuentran: CA (dopamina, 
DA; norepinefrina, NE), ACh, sustancia P, péptidos opioides, adenosina, ATP y 
otros NT de carácter peptídico. También se han descrito mediante técnicas de 
binding y RT-PCR e hibridación in situ, la presencia de receptores para algunas de 
estas sustancias localizados en las CQ y/o en las terminaciones nerviosas 
sensoriales.  
 La aceptación, durante la última década del siglo XX, de que las CQ eran los 
transductores de los estímulos químicos en el CC condujo a la búsqueda de los 
mecanismos que explicasen cómo se transmitía la información desde las CQ hacia 
las terminaciones nerviosas sensoriales aferentes del NSC, siendo la DA y la ACh 
los NT candidatos líder en los primeros estudios de las sinapsis de las CQCC.  
 En el caso de la DA, nuestro laboratorio sigue considerando clave su papel 
como NT principal apoyándose en los resultados obtenidos a lo largo de los años 
(González et al., 1994; Iturriaga et al., 2009) fundamentalmente en CC de conejo. La 
DA satisface la mayoría de los criterios para ser considerada un NT excitatorio en el 
CC (González et al., 1994, 2003) ya que es la catecolamina más predominante en 
cuanto a su síntesis, almacenamiento y liberación en respuesta a estímulos 
naturales (p.ej. hipoxia), en el CC. La sugerencia de que la DA actúa como un NT 
excitatorio en el CC fue muy apoyada, tal y como hemos dicho, por los primeros 
estudios de neurotransmisión realizados en conejo (Fidone y González, 1982; 
Fidone et al., 1982 a, b; Pérez García et al., 1992; ver Iturriaga et al., 2009), donde 
utilizando métodos radiométricos, se demostró que la hipoxia incrementaba la 
liberación de DA de una manera dependiente de Ca2+ en las CQCC de conejo in 
vitro, siendo estas observaciones confirmadas más tarde en gato y en rata (Rigual et 
al., 1986; Vicario et al., 2000 a). Por otra parte existen evidencias de que hay 
receptores de DA tipo II (D2) en las CQCC y también en las neuronas del ganglio 
petroso (PNs) (Dinger et al., 1981; Gauda, 2002). Sin embargo, existe cierta 
controversia sobre su papel, ya que existen diferencias genuinas entre especies: 
mientras que en el conejo, la DA exógena produce quimioexcitación, en el gato o la 
rata, produce inhibición y además, tal y como otros grupos han señalado, los 
36 
 
aumentos altamente conservados en la descarga sensorial inducida por la 
estimulación hipóxica repetida en el CC no están relacionados con la disminución 
progresiva de amplitud en el flujo de salida de CA en la rata y el gato (Donnelly, 
1996; Iturriaga et al., 1996). Las diferencias citadas entre especies sugieren pues, 
que en el conejo la actividad quimiosensorial parece estar generada con una 
importante participación de sinapsis dopaminérgicas (Iturriaga et al., 2009), 
mientras que en el gato y la rata, la DA tiene un papel predominante como 
modulador-inhibitorio. 
 En la actualidad, también se considera que el ATP es un NT clave en la 
sinapsis CC-NSC (Nurse, 2010), ya que en co-cultivos de clústeres aislados de 
CQCC con PNs (Zhang et al., 2000), se observa que los bloqueantes purinérgicos 
P2X inhiben las respuestas postsinápticas evocadas por la hipoxia o la hipercapnia 
(Nurse, 2010); además knockouts (KO) para receptores P2X2 exhiben una respuesta 
ventilatoria hipóxica muy atenuada (Rong et al., 2003). Además, las terminaciones 
nerviosas aferentes del CC de la rata expresan receptores P2X2/3 (Zhang et al., 
2000; Prasad et al., 2001) y la hipoxia induce la liberación de ATP tanto en CC in 
vitro (Buttigieg y Nurse, 2004) como in vivo. Por último, los estudios farmacológicos 
en la preparación aislada de CC-NSC de gato también apoyan un papel clave para 
el ATP en la transmisión sensorial (Iturriaga y Alcayaga, 2004). 
 Por otra parte, se ha sugerido que la ACh se colibera con ATP en el CC, ya 
que en la preparación aislada de CC-NSC de gato o rata, los bloqueantes 
nicotínicos inhiben parcialmente la descarga del NSC (Eyzaguirre y Zapata, 1968; 
Iturriaga y Alcayaga, 2004; Zhang et al., 2000) y en los co-cultivos se requiere la 
coaplicación de inhibidores de receptores purinérgicos y nicotínicos para bloquear 
completamente las respuestas postsinápticas (Nurse, 2010; Zhang et al., 2000).  
 En conjunto, estos estudios muestran que aún queda por resolver cúal es la 
naturaleza de ese NT clave en la sinapsis CC-NSC. Dada la colocalización de las 
enzimas que sintetizan aminas (CA y ACh) en las CQCC, podemos sugerir que no 
se trata de una única molécula, sino de la acción conjugada de varios NT actuando 





6. FUNCIÓN DEL CC 
 
6.1 Respuesta frente a normoxia e hipoxia hipóxica 
Efectos sobre la actividad del NSC. En estado normóxico y eucápnico se 
observan descargas en el NSC de baja frecuencia que oscilan con la respiración, ya 
que existen oscilaciones ligeras en la PO2 y PCO2 alveolar, que se transmiten a la 
sangre arterial y son detectadas por el CC. Estas oscilaciones en las descargas del 
NSC contribuyen a la hiperventilación en el ejercicio, donde  las amplitudes de las 
oscilaciones de la PO2 y PCO2 son mayores por la mayor diferencia arteriovenosa 
para estos gases, implicando un aumento en la amplitud de las oscilaciones a nivel 
arterial y de las descargas del NSC (González et al., 1994). 
Por otro lado, y aunque las fibras sensoriales del NSC no tienen un umbral 
de activación específico para el O2, la frecuencia de descarga aumenta de forma 
lineal al bajar la PaO2, entre los 600 y los 70 mmHg.  En torno a los 70-75 mmHg 
hay un cambio brusco de pendiente y el aumento de frecuencia pasa de ser lineal a 
exponencial, hasta una PaO2 de 10-15 mmHg (ver Figura 10A; ver González et al., 
1994). La disminución rápida en la PaO2 conlleva un aumento de las descargas en 
el NSC que se inicia en menos de un segundo y alcanza su valor máximo en unos 3 
segundos, manteniéndose en ese nivel máximo mientras la PaO2 permanezca 
disminuida, sin mostrar una adaptación al estímulo (González et al., 1994). La 
vuelta a niveles de descarga basales se produce en 2-3 segundos tras el fin de la 
hipoxia. La falta de adaptación en la respuesta del NSC frente a la hipoxia tiene su 
importancia fisiológica, puesto que las hipoxias hipóxicas, bien fisiológicas, por 
residencia a grandes alturas, bien patológicas, por enfermedad pulmonar, son 
también de carácter sostenido. Durante la HC se produce aclimatación o 
sensibilización de la respuesta ventilatoria (ver apartado siguiente), que se genera a 
nivel del CC, pues el registro de la actividad del NSC aumenta progresivamente 
durante las 5-6 primeras horas de hipoxia (Bisgard, 2000). 
 Efectos sobre la ventilación.  Si de respirar aire se pasa a respirar 100% de 
O2 se produce una depresión ventilatoria de entre el 20 y el 30%, por la 
desactivación del reflejo quimiorreceptor, efecto observado tanto en humanos 
despiertos como anestesiados. Este test hiperóxico, conocido como test de Dejours, 
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demuestra la contribución del CC en el mantenimiento de la ventilación. Los CC 
median toda la hiperventilación generada por las hipoxias hipóxicas ya sean 
fisiológicas o de origen patológico. La relación entre PaO2 y ventilación es similar a 
la descrita antes entre PaO2 y descargas en el NSC (Weil et al., 1970; Figura 10B). En 
humanos a los que se les extirparon quirúrgicamente los CC (práctica común en los 
años 50 y 60 para tratar cuadros de asma incoercible) no se encontró 
hiperventilación en respuesta a la hipoxia. Estos mismos sujetos presentaron una 
disminución del 30% en su respuesta ventilatoria tras el ejercicio en relación a 
sujetos controles. Resultados similares obtenidos con animales de experimentación 











































































Efectos sobre el aparato cardiovascular. Los efectos son complejos y difieren 
según la especie animal, intensidad de la hipoxia aplicada y el protocolo 
experimental, incluyendo si el animal fue anestesiado o no y del tipo y dosis de 
anestesia. El reflejo quimiorreceptor activado por la hipoxia va a afectar de manera 
directa a algunos parámetros cardiovasculares, mientras que otros serán afectados 
por la hiperventilación generada por dicho reflejo, es decir, de modo indirecto.  
Figura 10.  A) Variación de la actividad 
quimiorreceptora en el CC en función de la 
PaO2. (Modificado de Mulligan y cols., 1981).  
B) Variación en la ventilación por minuto en 




Cuando todo el animal es sometido a hipoxia, como ocurre de modo natural, 
si la hipoxia hipóxica es de baja intensidad, se produce un aumento de la 
contractilidad cardíaca, mientras que para hipoxias más intensas se produce un 
efecto ionotrópico negativo, con vasodilatación a todos los niveles, excepto a nivel 
pulmonar donde aparece vasoconstricción. La suma de todos los mecanismos 
conduce a taquicardia, aumento del gasto cardíaco y vasodilatación periférica. Con 
hipoxia sostenida el aumento del reflejo quimiorreceptor (aclimatación) disminuye 
la taquicardia y normaliza el gasto cardíaco frente al consumo total de O2. 
Efectos sobre el sistema endocrino. La hipoxia genera en animales adultos 
de diversas especies el aumento de la secreción de CA, principalmente adrenalina, 
que se originan en la médula adrenal, por un mecanismo nervioso reflejo. Esta 
liberación es mediada por el CC, pues al seccionar el NSC desaparece dicha 
secreción de CA, y estimulando el NSC se produce liberación de CA adrenales 
(Fitzgerald y Shirahata, 1997). Este aumento de la secreción de CA estaría 
relacionado con la hipertensión arterial en situaciones de sensibilización del CC 
como ocurre en la apnea del sueño (Kumar et al., 2006; González et al., 2012). 
 
6.2 Respuesta frente a hipoxia anémica, histotóxica y de estasis 
En situaciones de hipoxia anémica y de estasis compatibles con la vida, no 
se observa respuesta de los CC, pero los quimiorreceptores aórticos se activan a 
intensidades moderadas de ambos tipos de hipoxia. Así con disminuciones del 
hematocrito de hasta el 50% se activan los quimiorreceptores aórticos, mientras que 
apenas lo hacen los quimiorreceptores carotídeos. En relación a la hipoxia de 
estasis, se necesita una hipotensión de 80 mmHg para activar el cuerpo aórtico y de 
50 mmHg para el CC, que son menos sensibles a los cambios en la capacidad de 
transporte de O2 por la sangre. Los CC se comportan como sensores rápidos de los 
cambios de gases en sangre y son responsables de la respuesta refleja ventilatoria 
frente a hipoxia. Los cuerpos aórticos son los principales sensores del flujo 
circulatorio y de la capacidad de transporte del O2 por la sangre, siendo los 
principales responsables de las respuestas reflejas circulatorias. Se produce 
taquicardia, aumento del gasto cardíaco y menor presión arterial, efectos todos 
ellos encaminados a prevenir la hipoxia tisular. Por otro lado, los efectos 
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ventilatorios de la estimulación de los cuerpos aórticos, y por tanto de la hipoxia 
anémica y de estasis son despreciables (González et al., 1994; Kumar, 2009). 
 
6.3 Respuesta frente a hipercapnia y acidosis 
  Ante la aplicación de un aumento brusco en la presión de dióxido de 
carbono arterial (PaCO2) se incrementa rápidamente la frecuencia de descargas en 
el NSC, alcanzando su valor máximo en 2 segundos y adaptándose a niveles más 
bajos en menos de un minuto (McCloskey, 1968). La frecuencia de descargas del 
NSC aumenta de modo lineal en el rango que va entre 20 y 80 mmHg de PaCO2, 
aumentando la pendiente a medida que disminuye la PO2, por potenciación de la 










































































 La relación de ventilación es similar a la de las descargas, pero en ésta no 
influyen sólo los CC, sino también los quimiorreceptores centrales. Así pues, al 
denervar los CC, se puede determinar la contribución de cada uno de los 
quimiorreceptores a la respuesta ventilatoria. Los CC tienen un umbral para el 
estímulo ácido más bajo que los quimiorreceptores centrales y por tanto la 
hiperventilación que se produce en respuesta a una acidosis respiratoria moderada 
se origina fundamentalmente en ellos. En acidosis respiratorias más intensas los 
CC contribuyen en un 30-40% a la respuesta hiperventilatoria y el resto de la 
contribución se debe a los quimiorreceptores centrales. Ante una acidosis 
Figura 11.  Relación de la 
actividad del NSC en 
función de la PaCO2 y para 
una PaO2 dada. Se observa 
que la pendiente de las 
curvas aumenta a medida 
que disminuye la PO2, lo 
que define una interacción 
positiva entre el estímulo 
hipercápnico y el hipóxico 
(Tomado de Lahiri y 




metabólica, la contribución de los CC es mayor principalmente en sus primeras 
etapas, puesto que los H+ atraviesan mal la barrera hematoencefálica y tienen 
dificultad para alcanzar a los quimiorreceptores centrales y ejercer sus efectos sobre 
ellos (Irsigler et al., 1980). La PaCO2 y la PCO2 del líquido cefalorraquídeo 
disminuyen por la hiperventilación originada en el CC. Tras varios días de acidosis 
el pH del líquido cefalorraquídeo se equilibra con el de la sangre, estimulándose así 
tanto los quimiorreceptores centrales como los periféricos (Cherniack y Altose, 
1987). En acidosis, como en la hipoxia hipóxica, la contribución de los cuerpos 
aórticos es nula, pues mientras que la sección de los NSC en gato reduce un 30-40% 
la ventilación producida por la acidosis respiratoria, la sección de los nervios 
vagos, encargados de inervar los cuerpos aórticos, no modifica la respuesta 
ventilatoria (Berkenbosch et al., 1979 a, b). Sobre el aparato cardiovascular, los 
efectos de la hipercapnia, son comparables a los de la hipoxia y son igualmente 
producidos por mecanismos directos e indirectos. 
 
6.4 Respuesta frente al ejercicio 
Cuando se trabaja por debajo del umbral anaeróbico la ventilación aumenta 
en proporción a la intensidad del ejercicio y en relación al consumo de O2 y la 
producción de CO2, a pesar de que se mantienen la PaO2, PaCO2 y el pH 
plasmático. Cuando se supera este umbral, la ventilación aumenta sin guardar 
proporción con la intensidad del ejercicio, aparece una acidosis metabólica, se 
produce una hipocapnia y una tendencia al aumento de la PaO2 por la 
hiperventilación resultante. En condiciones subanaeróbicas la contribución del CC 
a la hiperventilación es ≈30%, porcentaje que aumenta al pasar a situaciones 
anaeróbicas, por la acidosis metabólica, que activa al CC. La extirpación bilateral 
del CC produce hipoventilación relativa (disminución del 30%).  
  Una vez demostrado que el CC participa en la respuesta hiperventilatoria 
ante el ejercicio moderado a pesar del mantenimiento de la PaO2, la PaCO2 y el pH  
en esta situación, nos preguntaríamos qué estímulos son los que activan a los CC. 
Según hemos visto, el aumento de la amplitud y frecuencia de las oscilaciones de los 
gases sanguíneos que ocurren en el ejercicio contribuirían a la hiperventilación. Otro 
factor importante sería el aumento de la potasemia producido por la liberación de K+ 
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en los músculos activos, lo que aumenta la frecuencia media de descargas del NSC y 
la amplitud de su oscilación respiratoria, así como las CA plasmáticas que aumentan 
durante el ejercicio y también activan al CC. Por  último, durante el ejercicio se 
produce un incremento de la Tª corporal que aumentaría la sensibilidad del CC (ver 
Zapata, 1997) que también mantendría la hiperventilación. En situaciones de ejercicio 
intenso, por lo tanto, se produciría una intensa acidosis metabólica, lo que junto a 
otros factores ya descritos, es la causa de la gran hiperventilación originada en el 
CC (Rausch et al., 1991; Wasserman et al., 1975; Whipp, 1983). 
 
6.5 Respuesta frente a otros factores (Temperatura, Osmolaridad y Glucosa) 
En preparaciones in vitro, en las que se modificó la Tª del baño, se estudió la 
termosensibilidad del CC y se observó que el aumento de la Tª producía 
incrementos en la frecuencia de descarga del NSC (Gallego et al., 1979). Resultados 
similares se han observado in vivo (Fadic et al., 1991) y la sección del NSC abolía el 
efecto de la hipertermia sobre la ventilación. Todos estos hechos, en conjunto, 
demuestran la termosensibilidad del CC y su influencia en la hiperventilación que 
aparece durante el ejercicio y en los cuadros febriles. 
 Existen datos en la literatura que sugieren que el CC podría contribuir al 
control de la osmolaridad de los líquidos corporales. Sin embargo no poseemos una 
visión integrada entre las respuestas de las CQ y las descargas en el NSC y los 
efectos sobre la función renal (Fitzgerald y Shirahata, 1997; Zapata, 1997).  
En cuanto a los niveles de glucosa se ha demostrado, en animal intacto, que 
la activación de los CC segrega de forma refleja hormona antidiurética (ADH) y 
CA, que participan en la génesis refleja de una respuesta hiperglucemiante 
(Álvarez-Buylla et al., 1997; Montero et al., 2003). De igual modo, la ausencia de 
glucosa en el líquido de superfusión de CQ aisladas, produce inhibición de 
corrientes de K+ y aumento de la resistencia de entrada comparable a la observada 
con la hipoxia (Pardal y López-Barneo, 2002). Sin embargo, Zhang et al. (2007), que 
coinciden en que una baja concentración de glucosa despolariza las CQ, encuentran 
que la disminución de la glucosa produce una caída de la resistencia de entrada. En 
otro sentido van los hallazgos del laboratorio de Kumar (Bin-Jaliah et al., 2004, 
2005), donde empleando como estímulo la hipoglucemia inducida por insulina, 
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encuentran que se produce un aumento de la ventilación mediada por el CC. Como 
la hipoglucemia in vitro no aumenta las descargas en el NSC, estos efectos sobre la 
ventilación se deberían principalmente a un incremento metabólico regulado por 
un factor aún no identificado, pero que deben ser componentes de la respuesta 
hormonal contra-reguladora que la hipoglucemia produce (aumento de CA, ADH, 
angiotensina, hormona adrenocorticotropa (ACTH) - cortisol). Datos antiguos 
(Almaraz et al., 1984) y recientes (Conde et al., 2007; Gallego-Martin et al., 2012) de 
nuestro laboratorio indican que las CQ en CC intactos no se activan en 
hipoglucemia ni siquiera en 0 mM de glucosa.  
 
6.6 Ajustes del CC con la edad 
En el hombre y en la generalidad de los animales al nacer, el CC-reflejo 
quimiorreceptor no es funcional, o lo es mínimamente, siendo incapaces de generar 
respuestas ventilatorias o si generan alguna ventilación, ésta es escasa y 
habitualmente bifásica. Al proceso global de maduración del CC-reflejo 
quimiorreceptor se le conoce como “resetting” (ajuste) de la función 
quimiorreceptora (ver Carroll y Kim, 2013; Donnelly, 1997) y aunque no se conocen 
los mecanismos íntimos, sí que se sabe que el desarrollo en una atmósfera 
adecuada es vital. Así, la hipoxia en periodo perinatal conlleva a un mantenimiento 
durante meses del carácter bifásico (aumento seguido de depresión) de la respuesta 
ventilatoria a la hipoxia, mientras que en animales controles la maduración se 
consigue en 2-4 semanas (Hanson y Kumar, 1994).  Si en lugar de hipoxia se somete 
a los animales a hiperoxia (30-60% O2) durante el periodo perinatal, también resulta 
afectada la funcionalidad del CC en los animales adultos. Según describimos en la 
sección de VPH, la hiperoxia perinatal produce hipotrofia del CC y alteraciones en 
la capacidad para responder a la hipoxia que son apreciadas de forma distinta 
según laboratorios (Bavis et al., 2013; Fuller et al., 2002; Ling et al., 1997 a, b, c; 
Prieto-Lloret et al., 2004). Se ha estudiado también el patrón respiratorio de cerdos 
despiertos de menos de 9 días con denervación carotídea, denervación combinada 
aórtica-carotídea y animales controles (ver Donnelly, 1997). Los grupos con 
denervación, hipoventilaban en normoxia, presentaban mayor número de apneas 
espontáneas y una mortalidad aumentada respecto a los controles. Esto demuestra 
44 
 
que los quimiorreceptores periféricos (sobre todo el CC) mantienen la ventilación y 
previenen las apneas, y su papel es crítico en la supervivencia en periodos 
postnatales. Anomalías del CC serían un factor clave en la génesis del síndrome de 
la muerte súbita del recién nacido (Gauda et al., 2007). 
En edades avanzadas en el hombre, hay disminución de la PaO2 y de la 
capacidad ventilatoria máxima (Knapowski et al., 2002; Sorbini et al., 1968) y 
alteración de la respuesta ventilatoria a hipoxia e hipercapnia (Behan et al., 2002; 
Chan y Welsh, 1998). En experimentos de nuestro laboratorio (Conde et al., 2006 a) 
se ha observado que la funcionalidad del CC disminuye marcadamente en ratas de 
18 y 24 meses de edad (≈60 y 80 años humanos) tanto si se evalúa sobre la dinámica 
de los NT de las CQ como a nivel de actividad en el nervio del seno.  
 
6.7 Ajustes del CC con la hipoxia sostenida 
 La hipoxia mantenida en animales adultos desencadena hiperventilación y 
en consecuencia alcalosis respiratoria. Es lo que ocurre en alturas elevadas, 
pudiéndose simular este efecto con la ayuda de cámaras hipobáricas o con poco O2. 
A la hora de estudiar la hipoxia sostenida se distingue entre hipoxia de corta 
duración (hora(s)), de larga duración (días, semanas, meses o años) y la hipoxia de 
residentes de muchos años o nativos de poblaciones a gran altitud. Con hipoxias 
sostenidas encontramos aumento progresivo de la respuesta ventilatoria a la 
hipoxia junto a una disminución progresiva de la PaCO2, en un proceso que se 
conoce como aclimatación a grandes alturas, cuyo curso temporal depende de la 
intensidad de la hipoxia y de la especie animal. Estudios realizados en cabras, con 
los CC perfundidos con sangre hipóxica, mientras el resto de la sangre era 
normóxica, han permitido demostrar que la aclimatación a la hipoxia depende de 
modo exclusivo del CC y no de la PaO2 y PaCO2 sistémicas (Bisgard, 2000). En 
nuestro laboratorio hemos observado que una semana de hipoxia sostenida en rata 
(equivalente a ≈4.500 m sobre el nivel del mar) produce un aumento marcado de la 
respuesta a test de hipoxia aguda (Cáceres, 2007, Tesis Doctoral). En niños nacidos 
a grandes alturas no se observan diferencias en la ventilación, si bien, la respuesta a 
la hipoxia está atenuada, o incluso ausente, salvo si se les somete a una hipoxia 
muy intensa (Monge y Leon-Velarde, 1991). 
45 
 
 Cabe destacar también que la exposición a HC o de larga duración en 
animales adultos produce una hiperplasia de los CC, cuyo peso llega a duplicarse o 
incluso más en ratas tras un periodo de 2-4 semanas de HC (Laidler y Kay, 1975; 
Cáceres et al., 2007; Conde et al., 2012 a). Este aumento es debido principalmente al 
crecimiento de nuevos vasos. Se observa también un aumento en el contenido de 
DA, que de acuerdo con algunos autores llegaría a ser hasta 15 veces el valor 
control al cabo de 4 semanas de hipoxia en la rata (Hanbauer et al., 1981) pero que 
en nuestro laboratorio a los 8 y 15 días de hipoxia (Cáceres, 2007; González-Martin, 
2008, Tesis Doctorales) representan un aumento por un factor de 2 a 3 que se 
correlaciona con aumentos en la expresión de TH (Cáceres, 2007, Tesis Doctoral). 
En estos periodos de aclimatación, se observan cambios en la expresión de 
isoformas y subunidades de NADPH oxidasa (He et al., 2010) aumento de la 
expresión de canales de Na+ voltaje dependientes (Cáceres et al., 2007), cambios en 
la expresión de canales de K+ y de sus subunidades (Cáceres et al., 2007) y cambios 
en la dinámica de los NT (Conde et al., 2012 a).   
 En esta última década han ido apareciendo una serie de estudios que han 
culminado con la demostración de que los mediadores de la inflamación participan 
en la sensibilización del CC que ocurre en la HC (ver Liu et al., 2013 para 
referencias).  
 
7. MECANISMOS CELULARES DEL CC 
 
 La organización estructural del CC descrita previamente nos va a permitir 
definir el acoplamiento funcional entre todos sus elementos. Los capilares, cercanos 
a las CQ, minimizan el espacio de difusión entre la sangre y las células, para que 
estas últimas puedan detectar de forma rápida variaciones en la presión arterial de 
O2, CO2 y pH (DETECCIÓN), dando lugar a una modificación en la liberación de 
los NT contenidos en las vesículas (TRANSDUCCIÓN) que generan cambios en la 
frecuencia de los potenciales de acción (PA) en las fibras quimiorreceptoras del 
NSC (TRANSMISIÓN). La modificación en la frecuencia de los PA del NSC se 
integra en el tronco del encéfalo. De allí parten las órdenes a los aparatos 
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respiratorio y cardiovascular (EFECTORES), que modifican su función para 
corregir la alteración detectada por los CC (Figura 12). 
En esta sección estudiaremos: 1/ los estímulos naturales del CC y sus 
mecanismos de detección, incluida la secreción de NT que es la respuesta más 
integrada de las CQ y 2/ el acoplamiento entre las CQ y las terminaciones del NSC 
que constituye la etapa de neurotransmisión propiamente dicha.  
En un sentido amplio la transducción es la transformación de un tipo de 
señal en otro. En los receptores sensoriales secundarios existen dos etapas: 
• Transducción.  Es la transformación de la energía del estímulo en 
respuesta secretora, con liberación de NT. 
• Transmisión.  Es la transformación de la señal química de los NT en 
señal eléctrica en las neuronas sensoriales. 

























Figura 12.  Etapas de la transducción sensorial CC-NSC. Representación esquemática de la 
respuesta de los quimiorreceptores del CC frente a estímulos hipóxicos, ácidos y venenos 
metabólicos a 3 niveles: CQ (con liberación de NT), NSC (con activación de PA) y sistémica (con 
cambios en la ventilación). (Modificado de González et al., 1994). 
 
Detección y transducción de estímulos 
 A las presiones de gases y pH sanguíneos normales, las CQ poseen una 
actividad basal, que puede medirse como liberación basal de NT in vitro, o como 
actividad eléctrica en el NSC tanto in vivo como in vitro. Esta actividad basal ejerce 
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un papel importante sobre la ventilación: la sección de los NSC disminuye la 
ventilación y aumenta la PaCO2 de 8-10 mmHg. El umbral fisiológico para la 
hipoxia se corresponde con una PaO2 de 70-75 mmHg, valor a partir de la cual, la 
pendiente entre la PO2 y las descargas en el NSC aumenta de forma exponencial. 
 
7.1 Hipoxia Hipóxica   
Diversas hipótesis han intentado explicar el funcionamiento del CC.  
Nuestro laboratorio ha estudiado estos mecanismos y ha elaborado una de las 
hipótesis que posteriormente comentaremos. 
En los años 70 se demostró que las CQ liberaban DA en respuesta a la 
hipoxia (González y Fidone, 1977; Fidone et al., 1982 a, b) y se empezó a considerar 
la transducción hipóxica en dichas células como un fenómeno de acoplamiento 
estímulo-secreción. Los estudios posteriores se encaminaron a la demostración de 
la universalidad de la secreción de DA ante la hipoxia. Así, en CC de conejo, gato, 
rata, ratón y ternera se observó liberación de DA, de modo Ca2+ dependiente, en 
respuesta a hipoxia e hipercapnia y en proporción a la intensidad del estímulo 
(Obeso et al., 1985, 1986; Rigual et al., 1984, 1986, 2002;  Rocher et al., 1991; Sanz-
Alfayate et al., 2001; Vicario et al., 2000 a) mientras que el alto K+e (estímulo 
despolarizante) provocaba idéntico efecto (Almaraz et al., 1986). 
 
También se demostró que la liberación inducida por alto K+e e hipoxia era 
sensible a dihidropiridinas (agonistas y antagonistas de los canales de Ca2+ voltaje 
dependientes (VOCC), tipo L), mientras que la liberación inducida por un estímulo 
ácido, aunque también dependiente de Ca2+, no resultaba afectada por estas drogas 
(Obeso et al., 1992) implicando otras vías de entrada de Ca2+ en las CQ. 
Simultáneamente se demostró (Rocher et al., 1988, 1991, 1994) que la veratridina, 
activador de los canales de Na+ dependientes de voltaje, aumentaba la liberación de 
DA de modo dependiente de Na+ y Ca2+ y era sensible a tetrodotoxina (TTX). Estos 
resultados son compatibles con que la hipoxia despolarice las CQ y provoque la 
entrada de Na+.   
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Tras poner a punto una preparación de CQ en cultivo primario (Pérez-
García et al., 1992) y en colaboración con el grupo de López-Barneo de la 
Universidad de Sevilla, se inició un estudio electrofisiológico con técnicas de patch-
clamp que sirvió para descubrir la existencia de corrientes de K+, sensibles a la PO2 
y que se inhibían con la hipoxia. De igual modo se confirmó la existencia de canales 
de Na+ y Ca2+ voltaje dependientes (López-Barneo et al., 1988; López-López et al., 
1989).   
A partir de estas observaciones se propuso el modelo de transducción del 
estímulo hipóxico conocido con el nombre de: Modelo de membrana de la transducción 
hipóxica (Figura 13; González et al., 1992). Aunque este modelo en líneas generales 
todavía sigue vigente, existen varios aspectos que aún no han quedado resueltos:  
A. ¿Cómo detectan las CQ la PO2, cuál es el mecanismo sensor de O2? 
B. ¿Cómo se acopla el mecanismo que detecta la PO2 y los canales de 
K+ que van a participar en la despolarización de las CQ? 
C. ¿Cuál es la identidad molecular de los canales de K+ sensibles a la 
PO2 que se encuentran implicados en la respuesta a la hipoxia? 
En los párrafos que siguen, dedicados a sensores de O2,  trataremos de dar 
contestación de forma ensamblada a las tres preguntas, de la misma manera que lo 
hicimos en el caso de la VPH. 
 
7.1.1 Sensor(es) de O2   
 Ward y cols. (2008; ver también Evans y Ward, 2009) distinguen dos 
mecanismos genéricos en los posibles sensores de O2: bioenergéticos y 
biosintéticos. Los primeros señalizarían perturbaciones de la función mitocondrial 
y del estado energético y los segundos, perturbaciones de la síntesis o degradación 
O2-dependientes de moléculas, p.ej., señalizarían la concentración de un metabolito 
cuya síntesis o degradación requiere O2; sin embargo, tal y como Ward  indica, en 
algunos casos esta distinción puede desdibujarse. A estas dos categorías 
añadiríamos un tercer mecanismo genérico que llamaremos conformacional 
(González et al., 2010). Desde nuestro punto de vista, los sensores de O2 
conformacionales señalizarían la hipoxia como una reorganización molecular 
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alostérica interna, que se transmite al siguiente (primer) elemento de la cascada de 
transducción. En la Figura 13 se muestra a la izquierda, un diagrama de flujo de la 
cascada de transducción para la quimiorrecepción de O2 como el que propuso 
nuestro laboratorio en 1992. Aparecen marcados con un círculo tanto el sensor de 
O2 como los mecanismos de acoplamiento y ligado a ellos, por flechas gruesas, las 
tres categorías genéricas de los supuestos sensores de O2 para la detección de la 
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Figura 13. Cascada de transducción hipóxica y posible naturaleza de los sensores de O2 (ver texto 
para las explicaciones). (Modificado de González et al., 2010). 
 
7.1.1.2 Sensores de O2 bioenergéticos 
Como ya hemos discutido en la sección de VPH, en condiciones de estado 
estacionario, el funcionamiento combinado del sistema respiratorio (ventilación) y 
del sistema cardiovascular asegura el suministro adecuado de O2 a toda la 
población de células que componen los organismos de los mamíferos complejos. En 
estas condiciones, la cantidad de O2 suministrada a cada célula proporciona una 
tasa adecuada para asegurar la síntesis de ATP, de modo que éstas puedan 
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mantener su homeostasis, sus procesos biosintéticos, así como para llevar a cabo en 
células especializadas, el trabajo externo. Incluso en un organismo mamífero en 
reposo, los requerimientos de O2 (ATP) varían enormemente, existiendo células con 
una elevada tasa de consumo de O2 (por ejemplo, neuronas) y otras con demandas 
energéticas mucho más bajas (por ejemplo, los adipocitos). 
El diseño general del sistema cardiovascular hace frente a estas diferencias de 
las necesidades metabólicas en reposo proporcionando a cada tejido-órgano una 
red vascular, de densidad proporcional a las mismas (Borowsky y Collins, 1989; 
Obeso et al., 1997). Sin embargo, tal y como se muestra en las células de músculo 
esquelético o en los enterocitos, la demanda de energía de las células varía de 
acuerdo con su grado de actividad. Así, el diseño debe cumplir con estas 
variaciones dinámicas en los requerimientos energéticos. La AMPK, según hemos 
visto ya, es una enzima que en situaciones en las que los niveles de ATP tienden a 
disminuir, activa múltiples rutas metabólicas encaminadas a promover la síntesis 
de ATP y a inhibir rutas que consumen ATP (Hardie, 2008). Esta enzima se activa 
al aumentar los niveles de AMP en las células (o disminuye el cociente ATP/AMP; 
ver en VPH). Nuestro interés en este contexto se centra en cuáles son los efectos 
que resultan de la activación de la AMPK como resultado de una crisis metabólica 
producida por la hipoxia aguda y si estos efectos deben ser considerados como 
mediadores de detección de O2 y/o parte de la cascada de transducción en las 
CQCC. Pensamos que no: el CC es capaz de mantener respuestas a la hipoxia a PO2 
muy bajas, prácticamente incompatibles con la vida y la sensibilidad a la hipoxia 
está en un rango en el que no se puede hablar de crisis metabólica. 
 
Sin embargo, el laboratorio del Prof. Mark Evans sigue postulando a la 
AMPK como el sensor de O2. En este sentido hay que señalar que Wyatt et al. 
(2007) encontraron que en ratas neonatales, la AMPK co-localiza en la membrana 
plasmática de las CQ con maxi-K, y que el activador de AMPK, AICAR, inhibía las 
corrientes sensibles a O2 expresadas en estas células, corrientes mediadas tanto por 
canales tipo TASK como maxi-K, causando la despolarización de las CQ y 
aumentando la actividad aferente en el NSC. En un estudio más reciente de Dallas 
et al. (2009), utilizando canales recombinantes TASK, se mostró que la isoforma 
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sensible a AICAR es TASK-3, un hecho que ha sido recientemente confirmado por 
otros autores (Kim et al., 2009, 2011) indicando que la principal corriente sensible a 
O2 en las CQCC de rata está constituida principalmente por canales heteroméricos 
TASK-1/TASK-3. En el estudio de Wyatt y cols. (2007), también se mostró que el 
antagonista de AMPK (compuesto C) revertía los efectos descritos anteriormente 
de la hipoxia y de AICAR en las CQ. Sin embargo, desde cierto punto de vista, 
puede decirse que la mayoría de los efectos vistos sobre la activación y la inhibición 
de la AMPK son epifenoménicos a la detección de O2, porque la inhibición de maxi-
K (Gómez-Niño et al., 2009 b) y la eliminación genética de TASK-1 y TASK-3 no 
afectan al comportamiento hipóxico de las CQ (Turner y Buckler, 2013). Debe 
señalarse sin ambigüedad que los datos generados por Wyatt y cols. (2007) podrían 
indicar que la fosforilación de los canales de K+ dependiente de AMPK, en las CQ 
del CC, mimetiza la hipoxia y parece ser capaz de desencadenar actividad aferente 
del CC integrada, apoyando la idea de que la activación de AMPK es un elemento 
clave en la cascada de transducción hipóxica. Pero la cuestión a debate es si la 
AMPK es el sensor primario de la PO2 o si es un elemento amplificador en la 
cascada de transducción hipóxica que fosforilando canales aumenta su sensibilidad 
a la hipoxia. Pensamos que  la AMPK no es el sensor primario. Varios laboratorios 
utilizando CQ de conejo y rata para registrar corrientes de K+ sensibles a la hipoxia, 
así como canales en parches de membrana aislados en configuración inside out, han 
evidenciado que la sensibilidad al O2 de las CQ es un proceso delimitado a la 
membrana que no requiere la participación de ningún tipo de sustrato metabólico 
particular ni de ninguna reacción enzimática. Estas observaciones también se han 
ampliado a canales recombinantes expresados en sistemas heterólogos (ver más 
adelante).   
 
7.1.1.3  Sensores de O2 biosintéticos  
Aquí nos estamos refiriendo a los sensores basados en la medida de la [O2] 
dependientes de mediadores producidos enzimáticamente tales como las ROS y el 
CO. En los últimos años (ver González y cols., 2007 vs. González y cols., 2010) ha 
habido cambios sustanciales en el campo de las ROS dentro de la quimiorrecepción 
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del O2 en el CC, tanto en relación con las ROS mitocondriales como en las ROS 
derivados de la NADPH oxidasa.  
ROS mitocondriales 
La literatura sobre la detección aguda de O2 y las ROS mitocondriales ha 
estado dominada durante casi una década por puntos de vista opuestos en su 
significado, la mayoría centrados en la VPH, pero incluyendo la quimiorrecepción 
del O2 en el CC (ver Evans et al., 2011; Evans y Ward, 2009). Por un lado, el 
laboratorio de Schumacker proponía que la hipoxia era el desencadenante de un 
aumento en la producción de ROS en el complejo III de la cadena respiratoria 
mitocondrial (ver VPH sección 3, apartado 2). El punto de vista opuesto lo lideraba 
el laboratorio de Archer (revisiones representativas: Archer et al., 2008; Weir y 
Archer, 2010). En uno de sus artículos, Weir y Archer concluían: “en las CMLAP, al 
igual que en las CQCC, la hipoxia causa una reducción en todas las corrientes de 
potasio (IK+) de la célula… es probable que las IK+ estén controladas por cambios 
en el estado redox, lo cual reflejaría el nivel de la generación de ROS por la 
mitocondria o por una oxidasa como la NAD(P)H oxidasa”. Estos autores también 
proponen que los canales de K+ estarían cerrados cuando estuvieran en su forma 
reducida (R–SH SH–R) y abiertos cuando estuvieran oxidados (R–S–S–R).  
El posible significado de las ROS mitocondriales en la VPH y por extensión 
en la quimiorrecepción en el CC, no ha conseguido aclarar estos dos puntos de 
vista opuestos. En un estudio reciente del grupo de Schumacker (Waypa et al., 
2010) basándose en datos obtenidos dentro de compartimentos celulares utilizando 
indicadores de ROS, proponen que la hipoxia (superfusión de CMLAP aisladas con 
soluciones equilibradas con un 1.5% de O2) aumenta las ROS en el espacio 
intermembrana mitocondrial y por difusión en el citoplasma de la célula, mientras 
que reduce los niveles de ROS de la matriz mitocondrial; por tanto sería el aumento 
de los niveles de ROS citoplasmáticas lo que desencadenaría la VPH. En nuestra 
opinión, los bajos cursos temporales de los cambios en las ROS medidos por 
Waypa y cols. (2010; ver también Schumacker, 2011) no se correlacionan con la 
contracción rápida o las corrientes de Ca2+ de las CMLAP en respuesta a la hipoxia 
observadas tanto en preparaciones in vivo como in vitro (Evans y Ward, 2009), ni en 
las CQ (Gómez-Niño et al., 2009 a, b; Sánchez et al., 2002). Adicionalmente, Waypa 
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y cols. observaron que las CML de las arterias sistémicas se comportaban de igual 
modo que las CMLAP.  
Hace relativamente poco tiempo, tal y como hemos comentado en el 
apartado de la VPH, otros autores proponen la participación de las ROS de ambos 
orígenes, tanto mitocondriales como derivadas de la NADPH oxidasa (Frazziano et 
al., 2011). En nuestro laboratorio hemos probado una gran variedad de agentes 
reductores y oxidantes (Agapito et al., 2009; Gómez-Niño et al., 2009 a; González et 
al., 2004 a, b; Sanz-Alfayate et al., 2001) y no hemos podido establecer una 
correlación entre el estado redox general de la célula y la actividad de las CQ. Por 
tanto, si en el caso de las CMLAP, el papel de las ROS parece ser aceptado por un 
gran número de investigadores (ver Sylvester et al., 2012) tendríamos que añadir 
que la cascada de transducción hipóxica no es común para las CMLAP y las CQ. De 
hecho los datos de la Figura 14 muestran los resultados tan diferentes que produce 
el inhibidor de la esfingomielinasa neutra, GW4869, a la misma concentración (10 
µM), disminuyendo aproximadamente en un 80%, la tensión desarrollada por los 
segmentos de AP en respuesta a la hipoxia sin alterar la actividad de las CQ.  
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Figura 14. Efectos del GW4869, un 
inhibidor específico de la esfingomielinasa 
neutra, sobre la actividad de las CQ en 
normoxia e hipoxia. La actividad de las CQ  
fue medida en base a su liberación de 3H-
CA. En un grupo de 10 CC, 2 estímulos 
hipóxicos (10 min de superfusión con una 
solución equilibrada con 7% O2 en lugar de 
la solución normóxica con 20% O2) y otro 
grupo similar de 10 CC que fue estimulado 
de igual modo, pero antes y durante la 
aplicación del segundo estímulo hipóxico, 
también estaba presente GW4869 10 µM. En 
la parte superior de la figura se muestra el 
curso temporal medio de la liberación 
evidenciando que la presencia del  inhibidor 
de la esfingomielinasa neutra no la alteraba. 
En la línea inferior de la figura a la izquierda 
se muestran los cocientes de la liberación 
evocada del segundo estímulo con respecto 
al primero tanto en órganos controles como 
en los tratados con el inhibidor. Para 
propósitos comparativos se muestran los 
efectos medios de la misma [GW4869] sobre 
la contracción de anillos de AP. (Estos datos 




No queremos terminar este apartado sin hacer algunas consideraciones 
finales. Primera, los métodos utilizados para evaluar las concentraciones de las 
ROS o el estado redox no son fiables (ver Jelic y Le Jemtel, 2008). Segundo, las 
conclusiones basadas en el uso de antioxidantes deben ser muy cautelosas ya que 
los antioxidantes pueden tener efectos secundarios conocidos o no (Sekiguchi et al., 
2003) y además si los antioxidantes son realmente efectivos es muy posible que 
estén produciendo la reducción de moléculas que deberían estar oxidadas, con lo 
que el resultado obtenido puede ser artefactual (Armitage et al., 2009). Tercero, la 
compartimentalización de la generación de ROS y la probabilidad de una 
señalización localizada (ver Lassegue y Griendling, 2010) requiere que en los 
próximos años se desarrollen indicadores específicos para los compartimentos 
celulares que sean seguros y fiables para estudiar las diferentes ROS y para 
entender de una forma correcta el significado de las mismas. En cuarto lugar, 
debido a la expresión en la mitocondria de superóxido dismutasa (SOD) y glutatión 
peroxidasa (GPx) así como a su contenido en ácido lipoico (AL) y glutatión, se llega 
de forma casi forzada a la conclusión teleológica de que la mitocondria es capaz de 
producir ROS como ya ha sido probado en una gran variedad de condiciones. 
   La pregunta correcta, tal y como señalaron Nohl y cols. (2005), sería cuántas 
ROS mitocondriales se producen en condiciones fisiológicas teniendo en cuenta 
que la velocidad fisiológica de producción de ROS es mínima y que el fuerte 
arsenal anti-ROS que posee la mitocondria debe ser considerado como una reserva 
funcional para luchar contra las ROS en condiciones fisiopatológicas. En este 
contexto cabría preguntarse cuántas ROS mitocondriales se producirían en 
situación de hipoxia fisiológica, tanto en las CQ del CC como en las CMLAP. 
En suma, creemos que el modelo de las ROS tanto en CQ como en CMLAP 
posee todavía problemas metodológicos que aún no han sido resueltos y que 
impiden su exclusión o su implicación.  
ROS derivados de la NADPH oxidasa 
En los últimos años han emergido numerosos aspectos nuevos sobre la 
biología de las NADPH oxidasas, NOX, que están recopilados de forma excelente 
en revisiones recientes (Lassegue y Griendling, 2010). Aquí resumiremos las bases 
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necesarias para seguir los últimos avances en el campo de la NADPH oxidasa en la 
quimiorrecepción en el CC.  
1. Se han descrito varias isoformas de NOX (NOX1-5, DUOX1 y DUOX). 
2. Un determinado tipo de célula puede expresar varias isoformas de NOX, dando 
lugar a la posibilidad de que diferentes procesos celulares estén regulados por 
señales que modulen la actividad de diferentes NOX.  
3. La localización celular de NOX es variable, siendo la membrana plasmática y el 
retículo endoplasmático los sitios más frecuentes; otras localizaciones comunes y 
específicas para la expresión de NOX incluyen el núcleo y endosomas resultantes 
de la endocitosis temprana mediada por receptor, lo que genera compartimentos 
vesiculares especializados, redoxomas donde se generan las ROS (O2•−).  
4. El concepto clásico de la NADPH oxidasa como un complejo multimolecular no 
ensamblado que requiere ser estimulado para su ensamblaje y activación, sigue 
siendo cierto para NOX1 (ubicua, pero con gran expresión en CML vasculares y 
endoteliales y por lo tanto juega un papel crítico en la fisiopatología vascular y en 
el epitelio intestinal donde su función es esencialmente defensiva), NOX2 (la 
isoforma fagocítica clásica también se expresa en muchos tipos celulares) y NOX3 
(expresada en el oído interno donde ha sido relacionada con la función auditiva y 
la función vestibular y también en pulmón donde se relaciona con el desarrollo del 
enfisema mediante el control de la destrucción de las fibras elásticas de la pared 
alveolar). La isoforma NOX4 solo requiere la subunidad p22phox para expresar 
completamente su actividad. NOX4 fue descrita originalmente como Renox, siendo 
muy abundante en el riñón donde fue propuesta como el sensor de O2 capaz de 
controlar la producción de EPO (Geiszt et al., 2000). NOX5 está compuesta por la 
subunidad NOX sóla con su región N-terminal siendo muy rica en dominios de 
unión a Ca2+ tipo manos-EF; se expresa en tejido linfático, células vasculares y 
próstata y parece participar en el control de la proliferación celular, pero hay que 
señalar que no se expresa en roedores. La activación de DUOX1 y DUOX2 implica 
la unión de Ca2+ a los dominios de manos- EF en el citosol generando directamente 
H2O2 mediante la reducción de 2 electrones del O2 molecular sin el paso intermedio 
de la formación de O2•−. Estos 2 tipos  se expresan en células tiroideas donde son 
fundamentales para el metabolismo del yodo y la síntesis de la hormona tiroidea.  
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5. Los hechos resumidos arriba y referentes a descubrimientos recientes, 
proporcionan una explicación al postulado propuesto por Saran y Bors (1994; ver 
también González et al., 2002): “para poder enviar adecuadamente un mensaje desde un 
compartimento celular a otro, el mensajero debe llegar al punto de recepción del mismo de 
forma inalterada o a través de una serie de pasos reproducibles y bien definidos, lo cual es 
naturalmente trivial con respecto a mensajeros moleculares estables como las hormonas. 
Con respecto a los radicales, que por su naturaleza son especies reactivas, el postulado es 
menos trivial”.  
 Partiendo de aquí, podemos preguntarnos cuántos subtipos de NOX se 
expresan en el CC y más específicamente en las CQ, donde a través de los 
productos enzimáticos, contribuyen al control de la detección de O2 y la cascada de 
transducción. Kummer y Acker (1995) localizaron inicialmente p22phox, gp91phox, 
p47phox, y p67phox, es decir NOX2, en CQ de ratas, aunque algunos años después, el 
laboratorio de Kummer (Dvorakova et al., 2000) utilizando un anticuerpo 
específico monoclonal contra gp91phox y marcadores adicionales, concluyó que la  
NOX2 se localizaba en macrófagos localizados en el CC de la rata. Este resultado a 
su vez, daría una justificación completa a los estudios funcionales de He y cols. 
(2002) mostrando que el ratón KO de gp91phox preservaba corrientes normales de K+ 
y la magnitud de la inhibición hipóxica, con corrientes de Ca2+ normales y 
actividad en el NSC normal, así como una ventilación normal frente a la hipoxia 
aguda. Estos hechos en conjunto certificarían que NOX2 no está implicada en la 
detección-transducción de O2 en ratón y probablemente ocurra lo mismo en rata. 
 Sin embargo, el mismo año, el laboratorio de Fidone (Sanders et al., 2002) 
mostró que un ratón KO p47phox exhibía descargas exageradas en el NSC así como 
potenciación de las respuestas ventilatorias a los test de hipoxia aguda, con niveles 
normales de la expresión del mensajero de EPO tras 72 horas de hipoxia. En un 
estudio adicional, el laboratorio de Fidone (He et al., 2005) mostró que los niveles 
basales de la producción normóxica de ROS eran comparables en las células del 
ratón KO y del control, que la hipoxia aumentaba la producción de O2•− (en base a 
la oxidación de dihidroetidina; DHE) en células controles, pero no en los KO, que la 
producción hipóxica de ROS era sensible a los inhibidores de la NADPH oxidasa y 
que el porcentaje de la inhibición de las corrientes de K+ por la hipoxia y las 
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corrientes de Ca2+ desencadenadas por la hipoxia eran mayores en las células KO 
que en las controles. Estos hechos, junto con datos adicionales de Northern blot (He 
et al., 2010) y el uso de bloqueantes de canales de Ca2+ tipo L, permitieron concluir: 
a) que la NOX que se expresa en las CQ es NOX4 (González et al., 2007) y que la 
NOX no es el sensor de O2; b) que las ROS derivadas de NOX actúan como 
moduladores negativos de la cascada de transducción hipóxica aguda; c) que la 
entrada de Ca2+ a través de los canales de calcio tipo L es la responsable de la 
activación de NOX durante la hipoxia y d) que la mitocondria no aumenta su 
velocidad de producción de ROS en hipoxia ya que la velocidad de oxidación de 
DHE no estaba alterada por la hipoxia en las células KO. Obviamente estos hechos 
necesitan ser reinterpretados a la luz de nuevos descubrimientos. Hasta donde 
sabemos en la actualidad, p47phox no forma parte de NOX4 y es obvio que las CQ 
pueden expresar al menos más de una isoforma de NOX que requiera esta 
subunidad (p.ej., NOX1, NOX2 o NOX3) para explicar la pérdida de la capacidad 
quimiorreceptora de las células para producir ROS en los animales KO de p47phox. 
Puesto que en las células acinares pancreáticas el Ca2+ puede mediar la activación 
de NOX1 y la producción de ROS (Yu et al., 2007), sugerimos que ésta es la 
isoforma que contiene p47phox en las CQ y que se activa como resultado de la 
entrada de Ca2+ promovida por la hipoxia aguda (Peng et al., 2009). Además estos 
últimos autores  sugieren que las ROS generadas por la NADPH oxidasa juegan un 
papel clave en la sensibilización que ocurre al exponer los animales a hipoxia 
sostenida, simulando la hipoxia de alturas.  
 
7.1.1.4 Sensores de O2 conformacionales 
 Este modelo de sensor ha sido propuesto por nuestro laboratorio y, según 
veremos en los párrafos siguientes, consideramos que está avalado por hechos 
experimentales sólidos, pero desafortunadamente incompletos. Aquí nos estamos 
refiriendo a moléculas que se ligarían al O2 en concentraciones proporcionales 
(aunque la relación precisa sea compleja p.ej. de tipo sigmoideo) a la PO2 de su 
entorno, experimentando cambios conformacionales que serían alostéricamente 
transmitidos a los primeros efectores de la cascada de transducción, como por 
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ejemplo los canales de K+ sensibles a O2. En esta categoría, han sido propuestos 
como sensores una hemoproteína desconocida, canales iónicos y NOX4. 
 Dejando de lado los canales iónicos como posibles sensores de O2, hay dos 
conceptos unidos a nuestra propuesta de modelo conformacional para el sensor de 
O2 en respuesta a la hipoxia aguda en las CQ. En primer lugar, que esta molécula 
debe ser una hemoproteína y segundo, que debe estar localizada en la membrana 
plasmática o fuertemente unida a algún componente de la misma. Vamos a tratar 
de justificar nuestro punto de vista en base a la literatura existente. 
¿Por qué una hemoproteína? Hay que señalar que esta noción no es nueva, 
ya que la literatura concerniente al CC ya contenía la idea de que el sensor de O2 
podía ser una hemoproteína tipo Hb con una P50 cercana a 40 mmHg y un efecto 
Bohr especial (ver Fidone y González, 1986). En segundo lugar, la idea renació 
cuando López-López y González (1992) mostraron que en CQ de conejo en 
configuración whole-cell, el CO prevenía o revertía la inhibición de las corrientes de 
K+ producidas por la hipoxia. Se conoce que todas las hemoproteínas, tal y como se 
ejemplifica con la mioglobina y particularmente con la Hb, cuando unen y liberan 
O2, sufren cambios conformacionales en su estructura terciaria y cuaternaria. Por 
tanto, un cambio conformacional en una hemoproteína puede ser alostéricamente 
transmitido a los canales iónicos para causar modificaciones importantes así como 
para provocar su apertura si las relaciones físicas entre ambos elementos son las 
apropiadas. Además tal y como exponen Streit y cols. (2010), el grupo hemo posee 
una naturaleza catalítica muy versátil y es capaz de construir bloques con proteínas 
(hemoproteínas) que poseen un amplio rango de potenciales redox y que hacen 
posible transferencias electrónicas con una especificidad prácticamente imposible 
de reproducir sintéticamente. Sin embargo, debe añadirse, que los parámetros 
cinéticos específicos de las funciones de las hemoproteínas son dependientes de la 
fracción proteica, como se ejemplifica con las diferencias en las afinidades de unión 
entre el O2 y el CO en la Hb (la afinidad del CO es ≈ 300 veces > que la afinidad del 
O2) frente a la citocromo oxidasa (la afinidad del CO es 5–10 veces > que la afinidad 
del O2). Otro ejemplo que queremos brindar es el caso de la NOX2; en su revisión 
clásica de la NADPH oxidasa (NOX2), Cross y Jones (1991) dan una constante de 
Michaelis Menten (Km) para el O2 que oscila entre 5 y 30 µM, pero de acuerdo con 
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Iizuka y cols. (1985) y Parkos y cols. (1988) ésta no une CO o lo hace con bajísima 
afinidad (ver también Basuroy et al., 2009). Tras la descripción de los canales de K+ 
sensibles a la hipoxia (López-Barneo et al., 1988) se demostró que los registros de 
parches de membrana de CQ aisladas de conejo en configuración inside out 
contenían una baja conductancia unitaria de los canales de K+ que era inhibida 
reversiblemente por la baja PO2 (Ganfornina y López-Barneo, 1991). Esto implicaba 
que la membrana contenía todos los elementos necesarios para detectar el O2 y para 
acoplar el sensor de O2 a los primeros efectores de la cascada de transducción, los 
canales de K+. Años más tarde, nuestro laboratorio mostró que en parches aislados 
en configuración inside out obtenidos de células HEK, cotransfectadas con 
subunidades reguladoras Kv4.2 + Kvβ1.2, que los canales eran sensibles al O2, 
siendo reversiblemente inhibidos por la hipoxia y también siendo sensibles al CO 
de tal manera que el CO prevenía la inhibición hipóxica (Pérez-García et al., 1999). 
En un amplio estudio trabajando con parches de membrana aislados de CQ de rata 
en configuración inside out, se demostró que las bajas PO2 disminuían la Po de los 
canales maxi-K (Riesco-Fagundo et al., 2001). La inhibición de la actividad del canal 
era dependiente de Ca2+ y del Em, siendo máxima a bajas concentraciones de Ca2+ y 
a Em negativos; la extrapolación de los datos experimentales, indicaría que los 
voltajes cerca del umbral  para la mayoría de las corrientes dependientes de voltaje 
en las CQ (alrededor de -40mV) hacían que la inhibición hipóxica del maxi-K fuera 
casi completa (Riesco-Fagundo et al., 2001). Otro descubrimiento de gran interés en 
el estudio de Riesco-Fagundo y cols. (2001) fue que el CO podía revertir 
completamente los efectos de la hipoxia en parches aislados afectando a la 
disminución de la Po. Aunque no hay análisis cinéticos detallados de los efectos del 
CO, parece que la afinidad de la molécula sensora de O2 debe tener afinidades 
comparables para el O2 y el CO. Como se ha mencionado arriba, en una 
preparación de CQ de conejo en configuración de whole-cell donde la principal (o 
única) corriente de K+ sensible a O2 es conducida por un canal que expresa una 
corriente transitoria, con toda probabilidad Kv4.3 (Kaab et al., 2005; Sánchez et al., 
2002), también se encontró que el CO era capaz de sustituir el O2 a nivel del sensor 
de O2 con afinidad comparable (López-López y González, 1992). En este contexto, 
los datos experimentales sobre VPH, indican que utilizando una preparación de 
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circulación pulmonar de rata in situ perfundida artificialmente, el CO prevenía 
igualmente o revertía la VPH (Tamayo et al., 1997). La sensibilidad delimitada a la 
membrana no está restringida al canal Kv sensible a O2 expresado en CQ de conejo 
(probablemente Kv4.3) o maxi-K en las de rata; también hay evidencia de que las 
células HEK pueden expresar Kv4.2 (Pérez García et al., 1999) o maxi-K (Williams 
et al., 2004) sensibles a O2. Además Osipenko y cols. (2000) mostraron que la 
hipoxia inhibía a los canales Kv3.1b (expresando sensibilidad nativa al O2 en 
CMLAP) expresados en células L929, tanto en la preparación en configuración 
whole-cell, como en registros de canal único en configuración cell attached o en 
parches aislados en configuración  inside-out, sin afectar la conductancia unitaria, 
concluyendo que la detección de O2 era un mecanismo asociado y delimitado a la 
membrana. Es esta diversidad molecular de los canales sensibles a O2 y de los 
canales sensibles a CO, lo que hace improbable que los canales sean por sí mismos 
los sensores, ya que  actualmente no se conocen candidatos con motivos comunes 
que den prueba de ello (González et al., 2009). La noción de una única 
hemoproteína sensora capaz de interaccionar alostéricamente con varios canales 
iónicos de igual manera que las quinasas interaccionan con diversos sustratos, es 
conceptualmente más concebible. De hecho, el laboratorio de Park tiene 2 
publicaciones (Lee et al., 2006; Park et al., 2009; Figura 15) que apoyan este 
concepto de la hemoproteína, e indican que “la hasta ahora proteína desconocida 
en la membrana de las CQ” podría ser de hecho NOX4. En su primer estudio, estos 
autores mostraban un canal recombinante TASK-1 expresado en células HEK que 
no puede detectar el O2. Sin embargo, si cotransfectan o expresan endógenamente 
NOX4, que colocaliza en la membrana plasmática de las células HEK con TASK-1, 
esto confiere sensibilidad al O2 a los canales TASK. Esta sensibilidad hipóxica es 
sensible a difeniliodonio (DPI) y NADP+. Además la sensibilidad a la hipoxia es 
abolida por el silenciamiento de NOX4. Los autores concluyen que una nueva 
función para NOX4 sería proporcionar a TASK-1 la propiedad de ser regulado por 
el O2. En el segundo estudio, utilizando la misma preparación, probaron el CO y 
encontraron que éste bloquea el efecto inhibitorio de la hipoxia sobre las corrientes 
de TASK-1, implicando que el CO interacciona con NOX4 (Basuroy et al., 2009). 
Además el H2O2 no lo alteraba y el ácido ascórbico no revertía los efectos 
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Figura 15. Modelo esquemático de la regulación dependiente de O2 de TASK-1 por NOX4. En 
normoxia, el grupo hemo de NOX4 se une con el O2. A: el grupo hemo oxigenado en concierto con 
los dominios de unión-FAD forma una conformación específica de NOX4 facilitando la actividad de 
TASK-1. El CO es intercambiable con el O2 ligado al grupo hemo, manteniendo la conformación 
facilitadora. B: Bajo condiciones hipóxicas, el grupo hemo desoxigenado no permite la señal positiva 
desde NOX4 hacia TASK-1, disminuyendo la corriente de K+. (Tomado de Park et al., 2009). 
  
La construcción específica de mutantes de NOX4 confirmaba estos 
resultados. Su conclusión final es que el cambio conformacional de NOX4 en su 
punto de unión o liberación de O2 (o CO), con la participación como intermediario 
de p22phox, es transmitido a los TASK-1 modificando su Po: la desaturación de O2 
disminuye ésta. Dejando de lado los problemas inherentes a los sistemas 
heterólogos, los hallazgos de Park reafirman los datos de que la sensibilidad al O2 
de las CQ es un proceso delimitado a la membrana que requiere la participación de 
una hemoproteína que podría ser NOX4, aunque la localización perinuclear de 
NOX4 propuesta por Peng y cols. (2009) no satisfice la noción de que tanto el 
receptor como la señal deben encontrarse en el lugar correcto para producir los 
efectos biológicos.  
 En estos últimos años, en el laboratorio en el que he realizado este trabajo de 
Tesis Doctoral, se ha intentado resolver lo que constituye el mayor handicap para el 
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modelo conformacional, el desconocimiento de la identidad molecular de la 
presunta hemoproteína. Buscando hemoproteínas con afinidad para O2 adecuada 
con la P50 de funcionamiento del CC, se sospechó que quizás la neuroglobina fuera 
la hemoproteína desconocida ya que su afinidad por O2 era ≈ 10 mmHg (Fago et 
al., 2004 a, b). Se intentó eliminar su expresión con RNAi en una preparación de CC 
intactos en cultivo y desafortunadamente los experimentos no fueron exitosos tras 
múltiples intentos usando RNAi dirigidos a distintos locus del gen.   
  
7.2 Acidosis- Hipercapnia 
La acidosis y la hipercapnia son otros dos estímulos naturales para el CC 
que en ocasiones se dan de forma combinada originando la llamada acidosis 
respiratoria (acidosis hipercápnica). La anhidrasa carbónica es la enzima que 
acelera la hidratación y deshidratación del CO2, acelerando el cambio en la [H+] en 
respuesta a alteraciones de la PCO2. La inhibición de esta enzima, que se localiza 
intracelularmente en las CQ (Rigual et al., 1985), elimina los cambios transitorios en 
el incremento de la frecuencia de descargas producido por la estimulación 
hipercápnica tanto in vitro (Rigual et al., 1991; Buckler y Vaughan-Jones, 1993) 
como in vivo (Nye et al., 1981) lo cual implicaría que la señal que se detecta en el CC 
es la concentración de protones intracelular. La perfusión del CC con soluciones a 
un pH fisiológico, pero conteniendo ácidos débiles o con una PCO2 elevada 
produjo un aumento de descargas nerviosas y secreción de CA in vitro del mismo 
modo que la acidosis metabólica e hipercápnica (Rigual et al., 1991). El aumento de 
la PCO2 en el medio de perfusión de las CQ provoca un aumento brusco en la [H+]i, 
que se estabiliza en un nivel superior al basal, correlacionándose con lo que ocurre 
tanto en la secreción de CA (Rigual et al., 1991) como a nivel de las descargas en el 
NSC (Buckler y Vaughan-Jones, 1993; McCloskey, 1968). Por otro lado, la liberación 
evocada por estímulos ácidos es dependiente del Ca2+e en ≈ 80% (Obeso et al., 1992; 
Rigual et al., 1991). Estos hallazgos, unidos a la medida el pHi y [Ca2+]i en estas 
situaciones (Buckler y Vaughan-Jones, 1993), nos permiten concluir que la señal 
que detecta el CC es la [H+]i en las CQ y no el aumento de la PCO2. 
En estudios electrofisiológicos en CQ de rata se encontró que los estímulos 
ácidos, al igual que la hipoxia, son capaces de despolarizar las células y generar PA 
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(Buckler y Vaughan-Jones, 1993; 1994 a). La amplitud de despolarización y las 
ráfagas de PA son similares a las observadas con hipoxia (Buckler y Vaughan-
Jones, 1994 a). Por otro lado se ha encontrado que canales de K+ sensibles a hipoxia 
también son sensibles a la acidosis. Así, el maxi-K muestra sensibilidad al pHi 
(Peers y Green, 1991) y el TASK-1 al pHe (Buckler et al., 2000). 
Aunque en estudios previos en CC de conejo intacto (Rocher et al., 1991) se 
había propuesto un modelo de transducción en el que las CQCC no se 
despolarizaban, datos más recientes, también de nuestro laboratorio (Rocher et al., 
2005), han demostrado con registros directos que las células se despolarizan. De 
esta manera la cascada de transducción ácida sería como se muestra en la Figura 
16. 
Como conclusión se puede decir que la transducción del estímulo ácido 
resulta cuando menos, tan compleja como la del estímulo hipóxico. Las CQ son 
capaces de responder a ambos estímulos de modo independiente, aunque parece 
que su efecto sobre los niveles de Ca2+ en las CQ es multiplicativo, lo que implica 
una sinergia entre ambos estímulos (Dasso et al., 2000). 
En estudios recientes, el laboratorio de Abboud (Lu et al., 2013; Tan et al., 
2007) ha encontrado que además de la inhibición de canales de K+ los estímulos 
ácidos activan una corriente de entrada que con la ayuda de bloqueantes, llegan a 
identificar como una corriente mediada por canales aniónicos sensibles a ácido 
(ASIC; acid sensitive anion channel), que contribuiría a la despolarización.  








Figura 16.  Modelo de transducción 
del estímulo ácido-hipercápnico. 
Modelo propuesto por el grupo de 
Buckler y por nuestro laboratorio, 
donde la entrada del Ca2+ se produce 
por despolarización tras la inhibición 
de canales de K+ (Buckler et al., 2000). 
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8. SEGUNDOS MENSAJEROS Y FUNCIÓN DE LAS CÉLULAS 
QUIMIORRECEPTORAS 
 
El Ca2+i es considerado el segundo mensajero universal, que conecta la 
generalidad de las señales extracelulares con efectores intracelulares y no voy a 
considerar de forma específica su papel porque en realidad lo he hecho en otros 
apartados. En la sección anterior hemos detallado cómo el seguimiento de los 
movimientos del Ca2+ a través de la membrana de las CQ llevó a la búsqueda de 
mecanismos que abrieran los canales de Ca2+ dependientes de voltaje, que nuestro 
laboratorio había demostrado que la hipoxia activaba. En una revisión reciente 
(Rocher et al., 2011) se describe de forma precisa la historia del Ca2+ como segundo 
mensajero en las CQ y su papel frente a los distintos estímulos. 
En esta sección vamos a tratar también al óxido nítrico (NO), al monóxido 
de carbono (CO) y al sulfuro de hidrógeno (H2S) como segundos mensajeros y su 
significado en la quimiorrecepción, aunque en sentido estricto es difícil clasificar a 
estas tres moléculas como segundos mensajeros. Otros autores prefieren llamarlas 
gasotransmisores o transmisores gaseosos (Prabhakar, 2012; Schultz et al., 2012). 
 
8.1 Papel de los gasotransmisores en la detección hipóxica por el CC  
A finales de 1960, Lloyd y cols. publicaron que la inhalación breve de CO 
eliminaba la hiperventilación hipóxica, un reflejo característico que se inicia a nivel 
del CC en la especie humana. Como el CO tiene una mayor afinidad por la Hb que 
el O2 y además inhibe la respuesta ventilatoria hipóxica, se propuso que la 
activación del CC por la hipoxia implicaba un cambio conformacional oxi-deoxi de 
una hemoproteína (ver apartado de sensores conformacionales). Muchas de las 
enzimas asociadas con la generación celular de gasotransmisores, especialmente 
con el NO y el CO, son proteínas que contienen grupos hemo y su actividad 
enzimática requiere O2 molecular. Además, al igual que el O2, el NO y el CO se 
unen al grupo hemo (Abu-Soud et al., 1996) y la mayoría de sus acciones biológicas 
se deben a la activación de hemoproteínas (Snyder, 1992). El H2S, otro 
gasotransmisor emergente (Buckler, 2012; Olson, 2013) promueve un medio celular 
reducido. Por lo tanto el NO y el CO se parecen al O2 en algunos aspectos, mientras 
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que el H2S se asemejaría a la hipoxia. Estos hechos han llevado a estudiar su papel 
en el CC, y los datos obtenidos sugieren que el NO y el CO son inhibitorios y que el 
H2S es excitatorio.  
  
8.1.1 Gasotransmisores inhibitorios 
 El NO se produce en la reacción de conversión de L-arginina a L-citrulina 
catalizada por una familia de enzimas, óxido nítrico sintasas (NOS), que requieren 
O2 para su actividad. Se han identificado 3 isoformas de NOS: neuronal (NOSn), 
endotelial (NOSe) e inducible (NOSi) (Snyder, 1992). Las isoformas neuronales y 
endoteliales se expresan de forma constitutiva y requieren Ca2+ para su actividad, 
mientras que la isoforma inducible se expresa en respuesta a una variedad de 
estímulos, incluyendo la hipoxia, y no requiere Ca2+. Las 3 isoformas contienen un 
grupo hemo que liga el O2, siendo la  NOSn la más sensible al O2 dada su alta Km, 
sugiriendo que disminuciones moderadas en la [O2] causarían una pérdida 
significativa de su actividad; de hecho existe una correlación entre la [O2] y la 
actividad de NOSn en todo el rango fisiológico (Abu-Soud et al., 1996).  
 El CO se genera durante la degradación del grupo hemo por las hemo 
oxigenasas (HO) requiriendo O2 molecular (Maines, 1997). Se han identificado 2 
isoformas de HO: HO-2, constitutiva y HO-1, inducible (Maines, 1997). El bloqueo 
de HO por zinc-protoporfirina-9 estimula la actividad del CC, mientras que las 
altas concentraciones de CO la inhiben (Prabhakar et al., 1995). Aunque la 
respuesta de las CQCC no está alterada en knockouts de HO-2 (Ortega-Saenz et al., 
2006), éste ratón tiene una mayor actividad basal del CC así como una mayor 
respuesta a la hipoxia (Prabhakar., 2012), sugiriendo que el CO generado por la 
HO-2 es un gasotransmisor inhibitorio.  
 
 8.1.2 Excitación sensorial por la hipoxia: un papel para el H2S 
 No se conoce bien la biología del H2S dentro de la función del CC 
mamífero, y como consecuencia, existe controversia en torno a ella. Para algunos 
autores, el H2S endógeno tiene una concentración demasiado pequeña para ser el 
componente principal en la génesis de la respuesta hipóxica (Haouzi et al., 2011; 
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Buckler, 2012) y los efectos observados tras la aplicación de H2S exógeno (en forma 
de NaHS) serían debidos a la inhibición “farmacológica” de la citocromo oxidasa. 
Sin embargo, otros autores, consideran que la concentración endógena es la 
correcta como para ser  responsable de un 70-80% de las respuestas hipóxicas (Peng 
et al., 2010) o podría ser adecuada para modular la detección de oxígeno en el CC 
(Olson, 2013). Aparte de la concentración, existen al menos dos problemas 
adicionales con la biología del H2S en el CC. En primer lugar, ¿cúal es la enzima 
responsable para su génesis? Para el laboratorio de Prabhakar es la cistationina γ 
liasa (CSE) mientras que para Li et al. (2010) es la cistationina β sintasa (CBS) y para 
Olson, el supuesto aumento de H2S inducido por la hipoxia se debería 
principalmente a un descenso tanto en su degradación enzimática como no 
enzimática, ambas dependientes de O2 (Vitvitsky et al., 2012). El aceptar uno u otro 
enzima como generador de H2S en el CC no es trivial. Mientras que es concebible 
que la CBS esté directamente regulada por O2, CO y NO ya que posee un grupo 
hemo no hay, según nuestro conocimiento, dominios en la CSE que sean 
susceptibles de ser regulados por estos gases (Morikawa et al., 2012). El segundo 
problema es que la principal diana aparente del H2S sería el maxi-K que se inhibiría 
por el H2S; sin embargo, varios laboratorios han mostrado que la inhibición 
completa del maxi-K no afecta a la detección de O2 en el CC; debe añadirse que 
Buckler (2012) ha mostrado que el H2S también inhibe las corrientes de fuga 
(“leaky”) de K+ en las CQCC, aunque muy recientemente el mismo laboratorio 
(Turner y Buckler, 2013) ha mostrado que TASK-1/3 no son críticos para la 
detección de O2. Pese a todas estas consideraciones, parece que el H2S a niveles 
endógenos de ≈30 nM (hígado) y de 18 nM (cerebro), produce efectos fisiológicos. 
Su concentración está realmente muy por debajo de la constante de inhibición (Ki) 
para la citocromo oxidasa que es comparable con la del cianuro (200 nM; Cooper y 
Brown, 2008) y es 5-10 mayor que la [NO] endógena (1-10 nM). En este sentido debe 
señalarse que los donadores de NO, así como los de H2S, son utilizados en el rango 






9. PAPEL DEL AMPC EN LA TRANSDUCCIÓN SENSORIAL 
 
La concepción moderna de la membrana celular como transductora de 
señales extracelulares nace de los experimentos de Sutherland durante sus estudios 
de la regulación hormonal del metabolismo a finales de los cincuenta, con el 
descubrimiento del 3-5´adenosina monofosfato cíclico (AMPc) (Sutherland y Rall, 
1958). El AMPc es un segundo mensajero universal prototípico, que modula 
procesos fisiológicos en todas las células (Hanoune y Defer, 2001) siendo capaz de 
modular funciones completamente opuestas dentro de una misma célula (Buxton y 
Brunton, 1983). El AMPc se genera por las enzimas adenilato ciclasas (AC) que 
catalizan la ciclación del ATP para generar AMPc y pirofosfato inorgánico (PPi). En 
los mamíferos, el AMPc se genera a partir de 2 tipos de AC de clase III 
ampliamente expresadas, una familia transmembrana (ACtm, AC1 a AC9) 
codificada por 9 genes distintos (I-IX) y una adenilato soluble más recientemente 
descrita (ACs). Las ACtm están reguladas directamente por proteínas G 
heterotriméricas y generan AMPc en respuesta a hormonas y NT que actúan a 
través de receptores acoplados a las proteínas G (GPCRs) (Taussig y Gilman, 1995). 
La subunidad Gsα de las proteínas G estimula casi todas las isoformas de las 
ACtm, mientras que Giα inhibe selectivamente los tipos I, V y VI; las distintas 
subunidades βγ también ejercen su propia regulación sobre las diversas isoformas 
de AC (Sunahara y Taussig, 2002). La calmodulina estimula directamente la ACtm 
tipo I y VIII, (Tang et al., 1991) mientras que la proteína quinasa A (PKA) regula los 
tipos V y VI (Chen et al., 1997; Iwami et al., 1995) y la PKC regula los tipos II, V y 
VI (Jacobowitz y Iyengar, 1994). 
Las ACtm también pueden ser reguladas mediante modificaciones post-
traducción (Cali et al., 1996) o bien mediante proteínas reguladoras de la 
señalización por proteínas G (RGS) que regulan directamente la AC III, V y VI 
(Sinnarajah et al., 2001). Finalmente, las ACtm pueden ser reguladas positiva y 
negativamente por Ca2+ dependiendo de la concentración de este ión (Cooper, 
2003). Las propiedades individuales de cada isoforma se han ligado a distintos 
tipos de respuestas fisiológicas como el aprendizaje y la memoria, la función 
cardíaca o el olfato. La ACs, clonada en 1999 (AC 10; Buck et al., 1999), está 
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regulada por bicarbonato y por Ca2+ (Jaiswal y Conti, 2003) y es independiente de 
proteínas G heterotriméricas. Los dominios catalíticos de la ACs están relacionados 
con las AC sensibles a bicarbonato de las cianobacterias (Chen et al., 2000), 
sugiriendo la conservación de la función de estas ciclasas como sensores de 
bicarbonato a lo largo de la evolución. 
 La ACs no es estrictamente una proteína soluble ya que está presente en 
localizaciones subcelulares en una gran variedad de células con una gran 
diversidad de isoformas expresadas a partir de un único gen en el genoma 
mamífero (Geng et al., 2005; Jaiswal y Conti, 2001). Entre los procesos regulados 
por la ACs están la activación del esperma, la regulación del pH en los epidídimos 
y la activación de granulocitos por el factor de necrosis tumoral (TNFα). Su especial 
regulación por bicarbonato sugiere que también contribuye a otros procesos 





Figura 17. Esquema de la Adenilato Ciclasa en mamíferos. A. Clases y localización en 
microdominios. B, Estructura y C. Clasificación  filogenética. 
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 La ACtm tiene 12 dominios transmembrana (TM), agrupados de 6 en 6, 2 
regiones homólogas de unión a ATP y grandes dominios carboxilo y amino 
terminales (Fig. 17B) (Krupinski et al., 1989). El núcleo catalítico, los 2 dominios de 
unión a ATP con gran homología (C1a y C2a), han de dimerizar para que la AC 
tenga plena actividad. Las AC no sólo existen como monómeros sino formando 
parte de estados de mayor orden (dímeros o tetrámeros). Se ha sugerido 
recientemente que las AC reguladas por Ca2+ estarían implicadas en la formación 
de complejos heteromultiméricos que proporcionarían una íntima asociación con 
los elementos responsables de la entrada de Ca2+ (Willoughby y Cooper, 2006).  
Aunque clásicamente se ha considerado como único efector del AMPc a la 
PKA, un tetrámero formado por 2 subunidades reguladoras y 2 subunidades 
catalíticas, en la actualidad se sabe que hay al menos 4 tipos de proteínas efectoras 
de AMPc: la PKA, los canales iónicos regulados por nucleótidos cíclicos, las 
fosfodiesterasas (PDE) y las proteínas de intercambio de guanosín trifosfato (GTP) 
activadas por AMPc (Epacs; Exchange proteins directly activated by cAMP; Seino y 
Shibasaki, 2005). La PKA puede fosforilar residuos de serina, treonina o tirosina de 
otras enzimas, activándolas, o puede modular corrientes iónicas a través de 
fosforilaciones de canales, representando como hemos dicho la vía clásica efectora 
del AMPc.   
La coexistencia de ACs y ACtm, junto con una amplia familia de PDE (11 
familias; Soderling y Beavo, 2000) encargadas de degradar el AMPc, requiere una 
revisión del modelo original de señalización del AMPc basado en la difusión del 
segundo mensajero desde la membrana plasmática a lo largo del citoplasma para 
desencadenar respuestas dependientes del mismo en los orgánulos intracelulares. 
Los métodos modernos de medida del AMPc in situ (sensores basados en 
transferencia de energía de resonancia de Förster (FRET) o en conductancia), han 
revelado que la difusión del AMPc está restringida,  sugiriendo la existencia de  
microdominios donde el AMPc se forma, actúa y se degrada independientemente, 
bien en la membrana plasmática o intracelularmente (Bundey e Insel, 2004). Esta 
restricción espacial de las ciclasas y su modulación independiente en diferentes 
microdominios puede lograrse mediante una gran variedad de mecanismos 
reguladores de las ACs y ACtm, así como por la participación de una familia de 
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proteínas de anclaje a PKA (AKAPs) que dirigen a la PKA (y a PDE) a varias 
localizaciones subcelulares formando complejos con ellos, confirmando la 
existencia de microdominios de AMPc, tal y como habían postulado Buxton y 
Brunton en cardiomiocitos (1983). 
Existen compuestos activadores de las AC, como la forskolina (FSK), un 
diterpeno que activa todas las ACtm mamíferas (Seamon y Daly, 1986) mediante la 
semiocupación del sitio activo sin producir ningún efecto sobre la ACs (Buck et al., 
1999; Forte et al., 1983). Existen también inhibidores del sitio P (análogos de 
adenosina) que inhiben de una forma potente la ACtm (Dessauer et al., 1999) tales 
como el compuesto 1R,4R-3-(6-aminopurin-9-il)-ciclopentano ácido hidroxiamida 
carboxílico (PMC-6), capaz de discriminar entre las isoformas de ACtm (Iwatsubo 
et al., 2004) así como una clase de análogos de nucleótidos sintéticos inhibidores 
competitivos de las AC, (Gille y Seifert, 2003) que al igual que los ligandos del sitio 
P son más potentes con las ACtm que con las ACs, pero muestran muy poca 
selectividad entre las isoformas de las ACtm (Gille et al., 2004). El SQ-22536 inhibe 
de forma selectiva a las ACtm (Haslam et al., 1978), mientras que el KH7 inhibe 






















La identificación de las proteínas Epac o factores de intercambio de 
nucleótidos de guanina (cAMP-GEF) como efectores del AMPc ha cambiado 
profundamente el dogma PKA/AMPc. Actualmente se conocen muchos procesos 
Figura 18. Activadores e 
inhibidores de las distintas 
formas de AC en mamíferos. La 
FSK activa la ACtm, mientras 
que los inhibidores del sitio P y 
el SQ-22536 la inhiben. La ACs 
está regulada por calcio y 
bicarbonato e inhibida por KH7. 
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celulares regulados por dichas proteínas, en particular la exocitosis de NT y 
hormonas, procesos dependientes de AMPc e independientes de PKA. Existen dos 
isómeros de Epac, Epac 1 y Epac 2, que están codificados por 2 tipos distintos de 
genes en mamíferos (RAPGEF3 y RAPGEF4). Mientras que Epac 1 se expresa de 
forma ubicua en todos los tejidos, Epac 2 se detecta de forma más notable en el 
cerebro, en la glándula pituitaria, glándula adrenal y el páncreas (Li et al., 2006). 
Recientemente se ha identificado una variante más corta de la proteína Epac 2 
resultante del splicing alternativo, conocida como Epac 2B, por lo que la isoforma 
más larga de Epac 2 ha sido renombrada como Epac 2A (Niimura et al., 2009).  
 
Las proteínas Epac actúan como factores de intercambio específicos de 
nucleótidos de guanina (GEFs) para los miembros de la familia de la proteína 
guanosina trifosfatasa (GTPasa) Ras: Rap 1 y Rap 2 (Figura 19). Tras la unión del 
AMPc, Epac activa Rap mediante el intercambio de la forma unida a guanosín 
difosfato (GDP) por la forma unida a GTP, mientras que las proteínas activadoras 
de las GTPasas (GAP) lo revierten a su estado inactivo unido a GDP.  
Las proteínas Epac están implicadas en múltiples procesos celulares. Uno de 
los primeros papeles asignados a Epac, y en particular a Epac 2, fue la regulación 
de la secreción de insulina, sugiriendo que esta proteína podía ser una diana 
farmacológica relevante para el tratamiento de la diabetes (Kang et al., 2003). La 
señalización Epac 2/Rap 1 es esencial en la regulación de la dinámica de los 
gránulos de insulina por AMPc, probablemente mediante el control de la densidad 
de dichos gránulos cerca de la membrana plasmática. Otras vías importantes están 
relacionadas con los procesos de hipertrofia de los cardiomiocitos (McConnachie et 
al., 2006) donde Epac parece estar acoplada a proteínas de anclaje AKAP formando 
complejos específicos que regulan compartimentalizadamente la acción del AMPc 
según las necesidades de la célula. También están implicadas en la facilitación de la 
exocitosis merced a la interacción directa de Epac-Rab 3 (una proteína G 






































Figura 19. Vías de señalización del AMPc. Se muestran los distintos efectores del AMPc: PKA, canales 
iónicos, PDE, proteína quinasa G (PKG) y Epac. En la imagen también se muestra el mecanismo de acción 
de Epac sobre sus efectores inmediatos cascada abajo, Rap 1 y Rap 2, que son miembros de la familia de 
pequeñas GTPasas, que se activan cuando Epac se une con el AMPc y desencadena un cambio 
conformacional en las mismas mediante el intercambio de la forma unida a GDP por la forma unida a 
GTP, desencadenando la respuesta fisiológica. También se muestran los inhibidores específicos tanto de la 
PKA (H89) como de Epac (Brefeldina A; BFA) así como otros inhibidores específicos de última generación 
que permiten diferenciar las acciones de ambas. 
 
Rab 3 es un modulador de la maquinaria exocitótica (Sudhof, 2004) y sería el 
efector de la facilitación de la exocitosis. Para una [Ca2+]i dada, este mecanismo 
aumenta la probabilidad de liberación de los gránulos secretores que están en el 
pool fácilmente liberable y acelera el rellenado de este pool (Renstrom et al., 1997).  
Epac 2 también puede interactuar directamente con el receptor 1 de sulfonil 
urea (SUR1), la subunidad de los canales de K+ sensible a ATP (K+ATP) en células β 
pancreáticas y células INS-1 de insulinoma de rata. Un agonista selectivo de Epac, 
el 8-pCPT-2′-O-Me-cAMP, también conocido como ESCA (Epac-selective cAMP 
analog), inhibe las corrientes IKATP despolarizando la membrana y abriendo canales 
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de Ca2+ dependientes de voltaje, contribuyendo así a la liberación de insulina 
(Kang et al., 2008). Otro posible mecanismo incluye la modulación por Epac 2 de 
los canales de Ca2+ tipo L (Liu et al., 2006). Por lo tanto, Epac parece regular la 
secreción de la insulina mediante la interacción con proteínas asociadas a los 
gránulos secretores y a la regulación de los canales iónicos. A través de Rap 1, Epac 
puede conducir a la activación de la quinasa regulada por señales extracelulares 
(ERK) y de la quinasa activada por mitógenos (MAPK) además de la modulación 
de canales iónicos (Yuan et al., 2006).  
La PKA y Epac a menudo están asociadas dentro del mismo proceso 
biológico, con efectos sinérgicos u opuestos. En las células endoteliales ambos 
efectores de AMPc coordinan la adhesión celular y la permeabilidad (Rampersad et 
al., 2010). La activación directa de Epac o PKA con análogos de AMPc, puede 
modular la comunicación intercelular a nivel de las gap junctions en cardiomiocitos, 
mediante la regulación de la conexina-43. Estos efectos parecen estar controlados 
mediante los complejos de anclaje como el de mAKAP (muscle A kinase-anchoring 
protein) capaz de diseminar simultáneamente las señales de AMPc para Epac, PKA, 
PDE y la proteína fosfatasa 2A (PP2A) hacia la membrana de los cardiomiocitos 
(Dodge-Kafka et al., 2005).  
 
9.1 PAPEL DEL AMPC EN EL CC 
  
 En muchos sistemas sensoriales, los nucleótidos cíclicos son los factores de 
acoplamiento entre los estímulos y la maquinaria iónica que desencadena los 
cambios en el Em asociados con la transducción del estímulo (Avenet et al., 1988; 
Fesenko et al., 1985; Nakamura y Gold, 1987). Además, en dichos sistemas los 
segundos mensajeros modulan directamente la liberación de NT (Greengard, 1978).  
En el CC, el sistema AC-AMPc fue el primer sistema de mensajeros 
intracelulares estudiado con cierto detalle. Varios laboratorios, incluido el nuestro, 
demostraron que la estimulación con baja PO2 aumentaba el contenido de AMPc en 
CC de conejo y gato, incubados en una gran variedad de condiciones diferentes, 
estando dicho aumento restringido a las CQ (Pérez-García et al., 1990; Wang et al., 
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1991), Aunque otros estímulos, incluyendo la alta PCO2/bajo pH y varios agentes 
farmacológicos, también aumentan el contenido de AMPc en el CC de conejo, la 
hipoxia es el único estímulo que aumenta los niveles de AMPc en ausencia de Ca2+e 
(Pérez-García et al., 1990), sugiriendo una activación directa de la AC por la 
hipoxia, independiente de los NT liberados (ver Figura 20).  
Por  el contrario, los estímulos despolarizantes tales como el alto K+e no son 
capaces de activar la AC directamente, sino sólo a través de la acción secundaria de 
los NT liberados (Pérez-García et al., 1990). Además, las maniobras que aumentan 
los niveles de AMPc, como la activación de AC con FSK, la inhibición de PDE con 
isobutilmetilxantina (IBMX) o la incubación con análogos permeables de AMPc, 
potencian la liberación de CA y la respuesta del NSC desencadenada por la 
hipoxia, pero no la inducida por alto K+ (Pérez-García et al., 1991). 
El AMPc parece activar la cascada de transducción hipóxica al menos en 2 
etapas diferentes. Por un lado, inhibiendo las corrientes de K+ sensibles a O2, 
potenciando así el efecto del estímulo hipóxico (López-López et al., 1993) y por otro 
lado modulando la maquinaria exocitótica de las CQ (Pérez-García et al., 1990). Sin 
embargo, los canales de Ca2+ no parecen estar regulados por mecanismos 
dependientes de AMPc (López-López et al., 1993; Pérez-García et al., 1991). La 
incubación con FSK o dibutiril AMPc durante los registros de CQCC de conejo 
aisladas en configuración whole cell, produce una inhibición del componente 
transitorio de la corriente de K+ sensible a O2, mimetizando la acción de la hipoxia. 
Sin embargo, es importante señalar que el AMPc no es necesario para la inhibición 
de las corrientes de K+ por la hipoxia, porque tal y como hemos mencionado, la 
hipoxia per se es capaz de reducir la Po de los canales de K+ sensibles a O2 en 
parches de membrana en configuración inside out perfundidos en solución salina 
(Ganfornina y López-Barneo, 1991).  
El efecto activador del AMPc sobre la maquinaria exocitótica se manifiestó 
al medir la liberación de CA inducida por ionomicina, un ionóforo de Ca2+, ya que 
ésta era potenciada por FSK. Por el contrario, la FSK no aumenta la liberación de 
NT desencadenada por alto K+e, lo que sugiere que hay procesos adicionales, aún 
no definidos, que son dianas para el nucleótido o la PKA (Pérez-García et al., 1991).  
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Con todos estos hallazgos nuestro laboratorio propuso el modelo recogido 
en la Figura 20 según el cual la disminución de la PO2 activaría el sensor de O2 
inhibiendo la corriente de K+ y activando la AC. La inhibición de la corriente de K+ 
despolariza la membrana activando canales de Ca2+ dependientes de voltaje, 
conduciendo a la entrada de Ca2+ y al aumento de la [Ca2+]i que desencadena el 
proceso exocitótico. El aumento de los niveles de AMPc puede modular la corriente 
de K+ y la maquinaria exocitótica de manera sinérgica.  
pH sobre los niveles de AMPc
5 % CO2, in O2, pH 7.4



















































Figura 20. Mecanismos de transducción del estímulo hipóxico y ácido que implican la 
participación de AMPc en el CC. A. Efecto de la hipoxia sobre los niveles de AMPc, con y sin Ca2+ 
en el medio de superfusión. (Tomado de Pérez García et al., 1990).  B. Efecto de la hipercapnia sobre 
los niveles de AMPc, con y sin Ca2+. (Tomado de Pérez García et al., 1990). C. Modelo de 
transducción del estímulo hipóxico propuesto por nuestro grupo según el cual el AMPc modula la 
inhibición de las corrientes de K+ sensibles a O2 y facilita la liberación de NT. (Tomada de Cachero, 
1994, Tesis Doctoral). 
 
En cuanto a la implicación de las proteínas G en el proceso de transducción 
acopladas a la activación de AC, nuestro laboratorio demostró que la activación 
global de proteínas G (mediante fluoruro), el bloqueo de los efectos mediados por 
proteínas Gi-Go (con toxina pertússica; PTX) o la activación de las proteínas Gs 
(pretratamiento con toxina colérica; CTX) ejercen efectos diferenciales sobre la 
liberación de CA evocadas por estímulos despolarizantes, hipóxicos e 
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hipercápnicos en el CC de conejo; estos hechos son consistentes con la noción de 
que el acoplamiento estímulo-secreción para cada estímulo es diferente o, al menos, 
está modulado de forma diferente (Cachero et al., 1995). 
Los mismos estudios mostraron que la estimulación hipóxica produce la 
activación de proteínas Gs y Go-Gi (Cachero et al., 1996) y que el aumento en los 
niveles de AMPc inducido por la disminución de la PO2 en ausencia de Ca2+e se 
abole por el pretratamiento con PTX. Esto sugiere la presencia de una proteína Go-
Gi acoplada positivamente a la AC o, alternativamente, a una proteína Gs y una 
proteína Go-Gi, de modo que las subunidades αs canalizarían la activación de la 
AC con la participación de subunidades βγ proporcionadas por proteínas Go-Gi 
(Cachero et al., 1995, 1996). Es necesario señalar que la cascada de transducción del 
estímulo hipóxico es compleja e implica la secreción de un gran número de NT. El 
CC contiene receptores de adenosina tipo A2 que están acoplados positivamente a 
la AC y por tanto los aumentos en el AMPc asociados con la hipoxia podrían estar 
mediados por la liberación de adenosina endógena. Existe además evidencia de 
que las cascadas de transducción de los receptores de adenosina A2B y los de 
dopamina D2 convergen para controlar los niveles de AMPc en las CQCC y su 
velocidad de liberación de CA, de modo que los agonistas de los receptores de 
dopamina D2 inhiben la producción de AMPc en el CC, y los agonistas de los 
receptores de adenosina A2B la promueven (Conde et al., 2008). También puede 
hipotetizarse un acoplamiento a nivel de la membrana plasmática entre los 
receptores A2B y D2: este acoplamiento disminuiría la afinidad de los receptores 
D2 para la DA cuando los receptores A2B estuvieran ocupados por adenosina. 
El mecanismo de detección de CO2 en el CC es desconocido. En rata, la 
acidosis despolariza, mientras que en conejo activaría el intercambio Na+/H+ y la 
reversión del intercambiador Na+/Ca2+ con un aumento de la [Ca2+]i (Rocher et al., 
1991).  La identificación de una ACs en el CC (Nunes et al., 2009) ha sugerido que 
ésta podría ser un sensor de los cambios en la PCO2. Sin embargo, un estudio más 
reciente de los mismos autores indicaría que su papel fisiológico en la respuesta a 
la hipercapnia isohídrica es escaso (Nunes et al., 2013). Los resultados sugieren que 
los aumentos en los niveles de AMPc en respuesta a la hipercapnia isohídrica no 
pueden ser atribuidos a aumentos directos en la actividad de la ACs o ACtm 
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mediados por CO2/HCO3- que se traduzcan en cambios en el AMPc, PKA o 
frecuencia de descarga.  
En un estudio previo de nuestro laboratorio (Rocher et al., 2009) se ha 
confirmado que la menor  eficacia de la acidosis hipercápnica (20% CO2, pH 6.6) en 
promover una respuesta secretora de CA en comparación con la hipoxia moderada 
(PO2=46 mmHg), a pesar de producir una mayor despolarización de las CQCC, se 
debe a que el AMPc que potencia la liberación hipóxica no potencia la liberación 
ácida hipercápnica, reforzado por el hecho de que la acidosis per se inhibe la 
exocitosis. Cabe recordar que sólo la hipoxia y no la acidosis hipercápnica  aumenta 
los niveles de AMPc en el CC de forma independiente a la acción secundaria de los 
NT liberados (Pérez-García et al., 1990; Cachero et al., 1996; ver Pérez-García y 
González, 1997). El hecho de que la acidosis inhiba también las corrientes de Ca2+ 
explica los datos previos de otros laboratorios que sugieren que los niveles de Ca2+i 
alcanzados por la hipoxia y la acidosis hipercápnica son comparables, aunque el 
ácido produzca una despolarización mucho mayor (Rocher et al., 2009). 
En este mismo estudio se ha descrito que los inhibidores de PKA no 
modifican la respuesta a la hipoxia mientras que la inhibición de la AC (con SQ-
22536) reduce la respuesta en un 50% indicando que la potenciación en la liberación 
de CA mediada por AMPc es independiente de PKA (Rocher et al., 2009). Al unir el 
AMPc, los dominios GEF de Epac catalizan el intercambio de GDP por GTP en las 
proteínas G monoméricas activándolas y facilitando la exocitosis.  
Éste es el primer estudio que implica a Epac en el control de la 
quimiorrecepción del O2 y es el origen de la segunda parte de la presente Tesis 
Doctoral. Pensamos que la maquinaria exocitótica y los canales de K+ son las 
posibles dianas para la regulación independiente de PKA mediada por AMPc-Epac 
durante la estimulación hipóxica. El hecho de que los análogos de AMPc (dibutiril 
cAMP) mimeticen el efecto de la hipoxia sobre las corrientes de K+ en las CQ 
aisladas de conejo (López-López et al., 1993) evidencia una posible diana para el 
Epac. En CQ se pueden excluir otras dianas de Epac tales como los canales de Ca2+ 
y los depósitos intracelulares de Ca2+ ya que los análogos de AMPc no modifican 
las corrientes de Ca2+ (López-López et al., 1993) y los depósitos intracelulares no 
contribuyen  a controlar el Ca2+ libre (Vicario et al., 2000 b; Conde et al., 2006 b). 
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Los canales aniónicos (Carpenter y Peers, 1997) y las gap junctions (Eyzaguirre, 
2007) en las CQ también están regulados por AMPc, aunque por el momento no se 
conoce si esta regulación es dependiente o independiente de PKA.  
Finalmente queremos destacar el papel del AMPc en los cambios 
adaptativos que la HC parece ejercer sobre el CC: la exposición a HC, como la que 
sucede en individuos viviendo a grandes alturas o con patologías pulmonares, 
produce cambios importantes en la morfología y funcionalidad del mismo. Ello va 
asociado con cambios ventilatorios de carácter adaptativo desencadenados por una 
sensibilización del reflejo quimiorreceptor. Varios grupos han investigado las 
diferencias electrofisiológicas de las CQ en cultivo en dichas condiciones. Por 
ejemplo, el grupo de Nurse ha descrito hipertrofia celular y un aumento de la 
densidad  de corrientes de Na+ en CQ de cultivos expuestos a hipoxia (Stea et al., 
1992). Dicho efecto es reproducido por análogos permeables de AMPc, tales como 
el dibutiril AMPc  y por  activadores de la AC tal como la FSK. También se han 
descrito remodelaciones en los canales de Ca2+ (Hempleman, 1996) y aunque no se 
conocen los mecanismos por los que ocurren estos procesos, se ha propuesto que 
los efectos de la HC aumentando la excitabilidad eléctrica y la movilización de Ca2+ 
en las CQ que potencian la quimiosensibilidad del CC durante la aclimatación a la 














































JUSTIFICACION Y OBJETIVOS 
 Este trabajo de Tesis Doctoral es continuación de estudios previos realizados 
en el laboratorio sobre la cascada de señalización implicada en la respuesta 
hipóxica en dos tipos celulares que poseen sensibilidad a la hipoxia fisiológica: las 
células quimiorreceptoras del CC y las CML de los vasos pulmonares. 
Conceptualmente, la estrategia experimental que hemos seguido ha consistido en 
variar las condiciones de O2 ambiental y estudiar aquellos parámetros que 
considerábamos pudieran ser importantes en la génesis de las respuestas. Hemos 
utilizado dos modelos experimentales en rata en los que nos hemos hecho 
preguntas distintas, que constituyen dos grupos de objetivos bien diferenciados. En 
el primer modelo hemos expuesto a los animales durante el periodo perinatal a 
hiperoxia, con concentraciones de O2 comprendidas entre un 55-60%, como 
aquellas encontradas en oxigenoterapia infantil aplicada en niños prematuros. En 
el segundo modelo se ha expuesto a animales adultos, durante una semana, a 
atmósferas con concentraciones del 10-11% de O2. Aunque la atmósfera utilizada es 
normobárica, su bajo contenido en O2 mimetiza los ambientes hipóbaricos 
encontrados a grandes alturas, y dado que el resultado inmediato de nuestra 
maniobra experimental es producir una hipoxia hipóxica, podría también aceptarse 
que mimetiza el aspecto clave, la hipoxia, de la EPOC. 
 Para el primer modelo, utilizando animales expuestos a hiperoxia perinatal, 
los objetivos específicos han sido: 
1. Valorar en el animal adulto in vivo el efecto de la exposición perinatal a 
atmósferas hiperóxicas sobre la VPH. 
2. Analizar el estado redox de los animales y el efecto de la suplementación con 
antioxidantes sobre la respuesta vasoconstrictora y los posibles mecanismos 
implicados en dicha respuesta. 
3. Analizar el efecto de la suplementación con antioxidantes sobre la funcionalidad 
del CC y su control sobre la ventilación. 
 Respecto al segundo modelo, utilizando animales expuestos a hipoxia 
crónica, los objetivos específicos han sido: 
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1. Caracterizar los efectos de la exposición a hipoxia crónica sobre la funcionalidad 
de las CQ del CC analizando la participación del AMPc en los cambios funcionales 
observados. 
2. Caracterizar las vías de señalización activadas por AMPc: vía de la PKA y vía del  
Epac, y su participación en la respuesta secretora del CC activada por hipoxia y por 
acidosis hipercápnica. 
 3. Analizar la posible implicación de la vía de señalización del AMPc en la 
potenciación de la respuesta del CC ante la exposición simultánea a hipoxia y a 















             
           




















































1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
 
1.1 Consideraciones generales  
Todos los experimentos de esta Tesis Doctoral han sido realizados 
utilizando como animal de experimentación ratas Wistar en condiciones de Tª 
comprendidas entre 20-23ºC, sometidas a ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y 
alimentadas ad libitum. Mientras que para los experimentos de HC todos los 
animales contaban con ≈3 meses de edad, que se supone que es el tiempo en el que 
alcanzan el estado adulto (peso ≈ 250-350 g), para los experimentos llevados a cabo 
en condiciones de hiperoxia, las edades de dichos animales oscilaban dentro de 2 
grupos  diferentes: 7 y 90 días, con el objetivo de comparar los efectos de la 
hiperoxia en las etapas iniciales del desarrollo frente al estado adulto.  
Ocasionalmente, se han aplicado tratamientos de hipoxia crónica 
intermitente (HI) para su comparación con hipoxia crónica sostenida (HC) en 
animales adultos (3 meses o 3 meses y medio). 
 
 1.2 Tratamientos experimentales   
Tanto el tratamiento de hipoxia crónica sostenida, como el de hiperoxia 
perinatal fueron realizados dentro del laboratorio en un cuarto especial adaptado 
para dichos fines, que cuenta con una cámara de dimensiones 120 × 50 × 25 cm 
(Fig. M1) totalmente transparente, con una tapa ajustable, una entrada  de aire, que 
permite la regulación de las condiciones de PO2 en la misma, ya que va conectada a 
distintas bombonas de gases (según sea el tratamiento), así como a una salida para 
evitar la acumulación de CO2. En ambos tratamientos se utilizaron grupos de 
animales controles de la misma edad, que sirvieron de referencia para las distintas 
medidas experimentales. El tratamiento de hipoxia intermitente también se realiza 
en el mismo cuarto, pero en cámaras diferentes tal y como se explica más tarde. 
 
1.2.1 Hiperoxia perinatal (H):  
Para la realización de estos experimentos se precisó la utilización de un gran 
número de camadas de animales ya que eran necesarias crías nacidas en ambientes 
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hiperóxicos. Estos animales fueron obtenidos mediante el apareamiento y posterior 
selección de las futuras madres, que fueron aisladas en jaulas desde el comienzo 
del embarazo, y se introdujeron  dentro de la cámara en la última semana del 
mismo, con una elevada concentración de O2 (55-60% de O2) con el fin de que las 
crías nacieran en un ambiente hiperóxico y estuvieran en estas condiciones hasta el 
primer mes de edad, momento a partir del cual, tanto los animales controles 
(aquellos nacidos de madres preñadas el mismo día, pero expuestos a condiciones 
normóxicas) como los experimentales, fueron trasladados al animalario general 
hasta la fecha de realización de los experimentos (Figura M1). 
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Fig. M1. Esquema explicativo que muestra el protocolo experimental para los dos modelos 
experimentales: A) Animales expuestos a hiperoxia perinatal; B) Animales expuestos a hipoxia 
crónica sostenida; En ambos casos frente al control; C) Cámara empleada para ambos tratamientos, 
conectada a un sistema de balas que varía según el tratamiento.  
 
Para estudiar los efectos de la suplementación con ácido lipoico (AL; 1g/Kg 
comida, mezcla racémica), y vitamina E (400 mg/Kg comida) y su posible papel 
protector frente al estrés oxidativo, provocado teóricamente por la presencia 
incrementada de ROS debido a la hiperoxia perinatal, se introdujo un nuevo grupo 
experimental hiperóxico suplementado (HS), obtenido por suplementación de los 
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animales hiperóxicos con dicha dieta durante el periodo en que estaban expuestos 
al tratamiento (es decir desde el nacimiento hasta el primer mes de edad). 
 
1.2.2  Hipoxia crónica (HC): 
Se introdujeron los animales adultos en la cámara en condiciones de hipoxia 
normobárica (10-11% O2, PO2 ≈ 80 mmHg) durante un periodo de 7 días.  
 
Aspectos comunes para ambos tratamientos 
Dentro de la cámara utilizada para ambos tratamientos, la mezcla de gases 
(aire y O2 para HC o bien aire y N2 para hiperoxia perinatal) fue perfundida a un 
flujo constante de unos 3 l/min. Para evitar la acumulación de CO2 y vapor de agua 
se utilizaba soda lima con viraje blanco-violeta que indicaba la saturación por CO2, 
así como una renovación del aire a través de la salida. La apertura de la cámara 
para la limpieza y reposición del alimento y agua, se realizaba cada 3-4 días en el 
menor tiempo posible, aproximadamente una media hora, empleando tras la 
misma un flujo elevado para conseguir de nuevo una PO2 del 55-60% O2 para 
hiperoxia o del 10-11% O2 para HC, en un tiempo menor a 20 minutos. La PO2 fue 
monitorizada en estos tiempos claves con un oxímetro (Sensor Oxyding, Drager, 
Lubeck, Alemania).  
 
1.2.3  Hipoxia intermitente (HI): 
Las cámaras empleadas para la HI tienen unas dimensiones de 34 × 28 × 20 
cm. Como se aprecia en la Figura M2, el sistema consta de 2 partes: A) Un sistema 
de 3 válvulas que controlan la apertura y cierre de una mezcla de gases (aire y N2) 
según el momento del ciclo en que se encuentre el experimento. Con la válvula 1 se 
consigue que en el punto más bajo del ciclo se llegue a una hipoxia de ~ 10-11% O2. 
La válvula 2, conectada a una bala de aire de alto flujo, permitirá restablecer en el 
menor tiempo posible la situación de normoxia (20-21% O2) y la válvula 3, es la 
encargada de mantener ese porcentaje hasta el comienzo del ciclo siguiente. La 
parte B) consta de un detector de oxígeno (oxímetro) conectado a una de las 
cámaras, cuyo registro es llevado a un programa de adquisición de datos que nos 
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permite ver a tiempo real los cambios en el porcentaje de O2 que ocurren en cada 
ciclo durante las 8 horas de exposición que dura el experimento. 
El patrón de ciclos hipóxicos llevados a cabo en el protocolo de HI fue el 
siguiente: Normoxia (20-21% O2), 80 s; Episodio hipóxico (10-11% O2, PO2 ≈ 80 
mmHg), 22 s.; Restablecimiento de la situación de normoxia, 18s 
Este patrón de ciclos se repitió cada 2 minutos durante las 8 horas de sueño 
de los animales. Una vez transcurrido ese tiempo, los animales fueron devueltos a 
sus jaulas y se mantuvieron las 16 horas restantes del día en situación de aire 
ambiental (21% O2) hasta el día siguiente. La duración del protocolo experimental 





Fig. M2. Protocolo experimental empleado en la HI. En A) protocolo de exposición y en B) cámaras 







1.3 Procedimientos quirúrgicos 
Las ratas fueron pesadas y posteriormente anestesiadas con pentobarbital 
sódico mediante inyección intraperitoneal (60 mg/Kg). Según el tratamiento se 
extrajeron distintos tejidos: 
Para el grupo H e HS, se realizó extracción de sangre, de CC, así como de 
diferentes tejidos (cerebro, hígado, pulmón). La sangre se obtuvo por punción 
intracardiaca y fue recogida en tubos heparinizados, centrifugada a 4000 rpm × 10 
min a 4ºC para separar el plasma, que es inmediatamente recogido y conservado a -
80ºC hasta su utilización. Para la extracción de los CC, las ratas anestesiadas fueron 
sometidas a una traqueotomía, tras la cual se extrajeron las bifurcaciones de las 
arterias carótidas, que se disecaron en una cámara de lucita con una solución 
Tyrode cirugía a 0-4ºC [NaCl 140 mM, KCl 5 mM, CaCl2 2 mM, MgCl2 1 mM, ácido 
4-(2-hidroxietil) piperazina-1-etanosulfónico (HEPES 10 mM) y glucosa 5 mM (pH 
7.4 ajustado con NaOH)] equilibrada con 100% O2 eliminando todos los restos de 
tejido conectivo que rodeaban al CC. Los tejidos extraídos fueron lavados con una 
solución salina de NaCl  0.9% heparinizada, secados en papel de filtro humedecido, 
congelados en N2 líquido y guardados en crio viales a -80ºC hasta el momento de 
realizar las determinaciones. 
Para el grupo hipóxico crónico (HC), se extrajeron fundamentalmente los 
CC, así como tejidos controles tales como cerebro y ganglio cervical superior (GCS) 
para la realización de Western Blot. Los CC fueron extraídos con un protocolo 
similar al utilizado en el grupo H. Los CC destinados a experimentos de liberación 
de CA así como de síntesis, o bien de disociación de células, fueron utilizados en 
fresco, mientras que aquellos tejidos cuya finalidad era la extracción de proteínas 
para realización de Western Blot fueron inmediatamente congelados en N2 líquido 
y conservados a -80ºC hasta su utilización. 
En cuanto al grupo hipóxico intermitente (HI), se extrajeron los CC de igual 
modo que para los dos grupos anteriores.  
Finalmente, una vez extraídos los tejidos, los animales fueron sacrificados 
con una sobredosis intracardiaca de pentobarbital. El Comité institucional de la 
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universidad de Valladolid para el cuidado y uso animal aprobó todos los 
protocolos llevados a cabo. 
 
2. PLETISMOGRAFÍA DE CUERPO COMPLETO 
 
En ratas seleccionadas de cada grupo control y experimental se midieron los 
parámetros ventilatorios mediante un pletismógrafo de cuerpo completo (EMKA 
Technologies). Los experimentos se realizaron a los 7 días de tratamiento hipóxico 
crónico o bien al mes de tratamiento hiperóxico. El sistema consta de una serie de 
cámaras cilíndricas de metacrilato, de unos 2.5 litros de capacidad con un flujo de 
aire continuo de 2 l/min conseguido por un caudalímetro (Key Instruments). De 
forma breve, una rata en libre movimiento, era colocada en la cámara del 
pletismógrafo 30 min antes del experimento, en condiciones de aire ambiental, para 
que se adaptara al medio y permitiera la obtención posterior de parámetros 
ventilatorios en reposo. Contínuamente se suministraba aire fresco con un flujo de 
2 l/min. Tras esto, se sometía a los animales a diferentes mezclas de gases. Tras la 
selección de aquellos periodos donde los animales ventilaban de un modo estable, 
se analizaron la frecuencia respiratoria, el volumen corriente (volumen tidal) y la 
ventilación total (volumen minuto). La salida del flujo se dirigía al espirómetro 
(EMKA Technologies), que enviaba la señal a una tarjeta de adquisición y análisis 
de datos, conectada a un ordenador (Buxco Fine Pointe Review; EMKA 
Technologies), donde los datos se monitorizaban y almacenaban para visualización 
y posterior análisis (GraphPad Prism 4). La Tª en la cámara era monitorizada y 
mantenida dentro del rango neutro (22-26ºC). La concentración de oxígeno también 
era continuamente monitorizada a través de una pequeña salida de las cámaras 
mediante un analizador de O2 (Sensor Oxyding, Dräger, Lubeck, Alemania). Los 
protocolos específicos de estimulación con hipoxia o hipercapnia serán descritos en 





3. REGISTRO DE PRESION ARTERIAL SISTÉMICA (PAS) Y PRESIÓN EN 
ARTERIA PULMONAR (PAP) 
 
Las ratas fueron anestesiadas con ketamina (50 mg, administrados 
intraperitonealmente), traqueotomizadas y ventiladas con ayuda de una bomba 
(CL Palmer, Londres, Reino Unido) con una mezcla normóxica (20% O2, 5% CO2, 
75% N2) a una frecuencia de 40 ventilaciones/minuto y presión positiva espiratoria 
de 2 cm H2O.  El volumen tidal fue ajustado para una presión inspiratoria máxima 
de 10 cm H2O.  
La PAS se registró en la carótida donde se insertó un catéter conectado a un 
transductor de alta presión. Para el registro de la PAP se realizó una toracotomía 
mínima que permitió visualizar el corazón, y por punción directa a través de la 
pared del ventrículo derecho se introdujo una cánula muy fina que se avanzó hasta 
la arteria pulmonar (AP). La posición en AP se comprobó experimentalmente por el 
registro de PAP oscilante con valores máximos y mínimos esperables (si no se llega 
a la AP, la presión mínima es 0 a lo largo de toda la diástole). Como en el caso de la 
cánula se conectó a un transductor de baja presión. Los transductores se conectaron 
a una tarjeta de adquisición de datos (PowerLab16SP; ADI Instruments, Castle Hill, 
Australia) desde la cual la señal se enviaba al ordenador para su monitorización, 
almacenamiento y posterior análisis. La calibración de los transductores se realizó 
con un manómetro de mercurio. 
Los registros de PAP comenzaron después de ventilar al animal con una 
mezcla normóxica durante varios minutos. Tras conseguir una línea basal 
normóxica estable (20% O2, 5% CO2, resto N2) se pasa a emplear una mezcla 
hipóxica (2% O2, 5% CO2, resto N2) durante el tiempo que dure el estímulo hipóxico 
(3 min). Transcurrido ese tiempo, se les administró de nuevo una mezcla de aire 
normóxica hasta restablecer los valores de PAS y PAP iniciales. De esta manera se 
pudo evaluar si la respuesta frente a la hipoxia, tanto a nivel sistémico como 
pulmonar, se encuentra alterada después del tratamiento HC, H o HS. 
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Para obtener datos sobre el valor de la vasoconstricción pulmonar 
producida por la hipoxia (VPH), se cuantificaron las diferencias en PAP restando la 
PAP pico durante el estímulo de la PAP basal (control). 
 
4. ESTUDIOS ELECTROFISIOLÓGICOS  
 
 Para la realización de estos experimentos se llevó a cabo una colaboración 
con el Prof. Pérez-Vizcaíno de la Complutense de Madrid. En primer lugar se 
aislaron las pequeñas AP de resistencia (AP de 200-500 µm de diámetro interno) de 
ratas Wistar controles e hiperóxicas (250-300 g) y se disociaron con una solución 
salina fisiológica (SSF) que contiene (mM): NaCl 130, KCl 5, MgCl2 1.2, CaCl2 1.5, 
glucosa 10, HEPES 10 (pH 7.3 ajustado con NaOH). Para los ensayos fluorimétricos, 
los anillos fueron despojados de su endotelio y cortados a lo largo de su eje 
longitudinal en pequeños segmentos, mientras que para el aislamiento de las 
células, las AP desprovistas de endotelio fueron disociadas en una solución salina 
libre de Ca2+ (solución SSF libre de Ca2+), cortadas en pequeños segmentos (aprox. 
2 mm × 2mm) y trasladadas a una SSF libre de Ca2+ que contiene en (mg/ml): 
papaína 1, ditiotreitol 0.8 y albúmina 0.7. Las células se almacenaron en SSF libre 
de Ca2+ (4º C) y se utilizaron dentro de las 8h siguientes. 
 Las corrientes de membrana se registraron con un Axopatch 200B y un 
Digidata 1322A (Axon Instruments, Burlingame, CA) utilizando la configuración 
de célula completa de la técnica de patch clamp. Las corrientes se normalizaron para 
la medida de la capacidad celular o capacitancia (Cm) y se expresaron como 
pA/pF. Para un registro óptimo de las corrientes de potasio (IKV), las células 
fueron superfundidas con una SSF externa libre de Ca2+ y una solución interna en 
la pipeta libre de Ca2+ que contiene (mM): KCl 110 , MgCl2 1.2 , Na2ATP5 ,HEPES 
10, EGTA 10, pH 7.3 ajustado con KOH. Las corrientes eran evocadas tras la 
aplicación de pulsos despolarizantes de 200 ms desde -60 mV para evaluar los 
potenciales comprendidos entre -60 mV y +60 mV con incrementos de 10 mV. 
Todos los experimentos se llevaron a cabo a Tª ambiente (22–24ºC). 
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 Las ROS se evaluaron mediante el uso del colorante fluorescente DHE que 
detecta principalmente O2.-. Los segmentos de AP desprovistos de endotelio se 
incubaron con DHE (10 µM) durante 60-90 min y posteriormente se colocaron en la 
base de un microscopio invertido de fluorescencia (Leica DMIRB, Wetzlar, 
Alemania) cubiertos con una malla y superfundidos con SSF con un flujo de 2 
ml/min. Las preparaciones se dejaron equilibrar durante 30 min y por último se 
iluminaron a través de la superficie luminal utilizando un filtro de paso de banda 
de 530 nm. La fluorescencia emitida se filtró utilizando filtros de emisión de paso 
largo de 610 nm. Las imágenes fueron tomadas a intervalos de 1 min con una 
cámara digital de color Leica DC300F y la fluorescencia se cuantificó utilizando el 
software Image J. Los valores de intensidad están expresados como un porcentaje 
de los valores iniciales después de restar el fondo. Una vez que los valores de 
fluorescencia eran estables (aproximadamente 5 min), las preparaciones se 
expusieron a solución hipóxica para comparar las respuestas tras el tratamiento 
hiperóxico perinatal (Frazziano et al., 2011). 
 
5. DETERMINACIÓN DE ÁCIDO LIPOICO, TROLOX METIL ÉTER Y 
TOCOFEROLES EN PLASMA MEDIANTE HPLC Y ESPECTROMETRÍA DE 
MASAS CON DETECCIÓN POR TRAMPA IÓNICA (HPLC-ESI-MS/MS) 
 
La determinación de analitos mediante la técnica de HPLC-MS permite su 
cuantificación selectiva con alta especificidad, ya que se basa en una transición bien 
definida para cada metabolito que resulta de su patrón específico de 
fragmentación. Hasta la fecha, no existían informes sobre el análisis de 
espectrometría de masas de la familia de los distintos tocoferoles (Ts) de la 
vitamina E  y/o del AL usando una configuración del analizador de trampa iónica, 
ya que el aparato de triple cuadrupolo es el que se elige comúnmente para fines 
analíticos. No obstante, debido a que este detector se puede utilizar para 
proporcionar información inequívoca sobre los fragmentos MS y MS/MS en 
muestras reales tanto operando en modo de escaneo de barrido completo como en 
modo de escaneo de los distintos fragmentos iónicos derivados a partir de un ion 
parental, nuestro objetivo fue verificar las capacidades de un analizador de trampa 
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iónica para medir α, β y γ tocoferol, Trolox metil éter (TME), un análogo sintético 
de la vitamina E y AL en plasma de rata. Los resultados de estos estudios 
proporcionan el primer método de análisis capaz de determinar todos estos 
analitos durante una única carrera cromatográfica utilizando HPLC-ESI-MS/MS y 
han dado lugar a un artículo donde se muestran los resultados obtenidos 
utilizando en este caso  muestras de plasma humano (Montero et al., 2012). 
Medidas de plasma 
El plasma se obtuvo por centrifugación (4000 rpm × 10 min × 4 º C) de 
muestras de sangre de ratas C, H e HS de 7 y 90 días de edad. Posteriormente la 
muestra se somete a un proceso de extracción líquido-líquido con acetato de etilo (3 
veces × 600 µl), incluyendo un paso previo de precipitación de proteínas (con 200 µl 
de ETOH), lavado de la fase orgánica en NaCl(s), secado a vacío o bajo chorro de 
N2 y finalmente reconstitución en 200 µl de MeOH. El rendimiento de la extracción 
se determinó por el método de la adición de un patrón según el cual se añadieron 
1.00, 0.50 o 0.25 ng/µl de cada compuesto en 200 µl de plasma. La adicción post-
extracción de los estándares a las muestras de plasma servía para evaluar las 
posibles interferencias en la fuente de ionización.  
Cromatografía 
Los análisis se realizaron en un sistema HPLC LaChrom Elite® HPLC de 
Hitachi-VWR, que estaba constituido por una bomba binaria-L 2130 equipada con 
un accesorio de gradiente de baja presión y un desgasificador en línea así como un 
muestreador automático L-2200. El efluente de la columna fue conectado a un 
espectrómetro con detector de trampa iónica. Las muestras se analizaron en una 
columna de tamaño de partícula de 3 µm Atlantis® C18 2,1 × 50 mm de Waters 
(Waters Cromatografía, SA, Barcelona, España) con una precolumna de ODS 4.6 × 
10mm, de Teknokroma (Barcelona, España).  
Tabla M1. Gradiente de elución utilizado para el análisis de HPLC. El disolvente A era 
metanol (100%), y el disolvente B era metanol–acetato amónico (0.1%, pH 4; 9:1, v/v). 
Tiempo (min) Disolvente A (%) Disolvente B (%) 
0.0 0 100 
2.0 98 2 
6.0 98 2 
9.5 0 100 
12.0 0 100 
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 Para la separación se utilizó un gradiente de elución de dos disolventes 
como el que se muestra en la Tabla M1, a una velocidad de flujo de 0.3 mLmin- 1, 
siendo el volumen de inyección de 50 µl. 
Espectrometría de masas 
Después de la separación en la columna, las muestras fueron detectadas y 
analizadas en un espectrómetro de masas de trampa iónica Esquire 6000 de Bruker 
Daltonics S.A (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany), que estaba equipado 
con una fuente de ionización de electroespray (ESI). Los compuestos eran 
detectados en el modo negativo por reacción múltiple monitorizada (MRM) para 
las transiciones masa/carga (m/z) 205 → 171 para LA, m/z 429 → 163 para α-T, 
m/z 401 → 386 para δ-T, m/z 415 → 400 para γ-T y m/z 263→204 para TME. Se 
utilizaron estándares externos de cada compuesto para la cuantificación. Las 
soluciones estándar de cada compuesto fueron utilizadas en diversas 
concentraciones para la optimización de los parámetros del espectrómetro de 
masas, que se llevó a cabo utilizando los comandos y protocolos incorporados en el 
software del aparato (versión EsquireControl 5.3 ©, Bruker Daltonic GmbH), tanto 
para la ionización a [M- H]- en modo MS (análisis completo) como para la 
fragmentación en modo MS/MS. Además fueron chequeados manualmente tanto 
diferentes temperaturas (250, 300 y 350 ºC) como flujos de nebulización y de secado 
de N2 con el fin de obtener la mayor intensidad iónica pseudo molecular negativa 
[M-H]-. Los valores de los parámetros del espectrómetro de masas utilizados en los 
análisis posteriores se muestran en la Tabla M2. 
Tabla M2. Parámetros de espectrometría de masas utilizados en el análisis 
Parámetros de espectrometría de masas Valor 
Capilar 3500 V 
Nebulizador 42.0 psi 
Gas secado 8.5 lmin-1 
Tª secado 300ºC 
Rango de escaneo (Scan) 50-550 m/z 
Tiempo de acumulación máximo 50.00 ms 







El rango dinámico lineal se determinó a partir de al menos 9-11 inyecciones 
de cantidades conocidas para cada metabolito (n=33 a 36 medidas). Para la 
realización de estos experimentos se prepararon soluciones stock para cada analito 
disolviendo una cantidad pesada en el volumen apropiado de etanol y se 
almacenaban a -20 ºC (1 mg/mL en etanol). A partir de los stocks disueltos en 
EtOH, se preparaban a diario diluciones estándar en metanol para realizar las 
medidas. Las correlaciones lineales del área del pico cromatográfico de la cantidad 
inyectada se determinaron utilizando el software Sigma Plot-2000 versión 6.0 (SPSS 
Inc., Chicago, IL, USA). El área del pico cromatográfico se calculó a partir del 
cromatograma del ion extraído (Figura M3)  utilizando la herramienta de 



































Los valores m/z obtenidos en el espectro de fragmentación en el 
espectrómetro de trampa iónica se muestran en la Tabla M3 para el AL, TME y Ts. 
Tabla M3. Fragmentos obtenidos para el ion parental de cada compuesto en MS/MS. La 
intensidad relativa está indicada por el número entre paréntesis como el porcentaje del 
ion más abundante. El ion parental corresponde a [M-H]-. 
Compuesto Ion parental Fragmento iónico (abundancia relativa) 
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Figura M3. Cromatograma iónico de 
extracción típico obtenido para cada 
compuesto según el gradiente de 
elución mostrado. El valor entre 
paréntesis es la intensidad respectiva. 
Fueron inyectadas alícuotas de 200 ng 
de AL y de cada tocoferol así como 
50 ng de Trolox metil éter. 1, AL 
(2.7 × 105); 2, Trolox metil éter 
(3.8 × 106); 3, δ-tocoferol 
(1.7 × 105); 4, γ-tocoferol (2.5 × 104); y 
 5, α-tocoferol (3.2 × 105). (Tomada de 
Montero et al., 2012) 
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Teniendo en cuenta que el volumen de inyección en el equipo de HPLC-
masas es de 50 µl de muestra y que una vez extraída la muestra se reconstituye en 
50 µl de MeOH, para obtener la concentración de los distintos analitos en el plasma 
utilizamos la siguiente ecuación: 
Nº gramos de analito/ml de plasma= (nº gramos de estándar/50 µl de MeOH) 
× V MeOH × (V acetato de etilo añadido/ V acetato de etilo evaporado) × 5. 
 
6. PARÁMETROS RELACIONADOS CON EL ESTADO REDOX EN 
DIFERENTES TEJIDOS: 
Preparación de las muestras 
 Los tejidos para la determinación enzimática de GPx se secan suavemente y 
se pesan añadiendo un volumen de tampón fosfato: KH2PO4/K2HPO4 12.02 mM 
(pH 7.4) ácido etilendiaminotetraacético (EDTA 1 mM), 10 veces su peso (w/v 1:10) 
para hígado y pulmón y 5 veces su peso (w/v 1:5) para cerebro. Se homogenizan 
en un homogeneizador OMNI-MIXER y se centrifugan a 3500 g × 10 min × 4ºC. Los 
sobrenadantes se congelan a -80ºC hasta el momento de realizar las 
determinaciones. 
Los tejidos para la determinación de GSH y GSSG se secan suavemente y se 
pesan, añadiendo a continuación un volumen de sulfosalicílico al 5% (ASS) con una 
relación peso-volumen (w/v 1:5 para hígado y pulmón; 1:3 para cerebro) y se 
homogenizan en un OMNI-MIXER. El homogenizado se centrifuga 3000 g × 10 min 
a 4 ºC. Se recoge el sobrenadante y en él se realiza la determinación del glutatión. 
 
6.1 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA GPx 
 
La actividad de la enzima GPx se determina por el método 
espectrofotométrico de Paglia y Valentine (1967). El ensayo se basa en la 
desaparición de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) en una 
reacción acoplada. En primer lugar, la GPx oxida GSH a GSSG en presencia de un 
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peróxido, y en segundo lugar, GSSG es de nuevo reducido a GSH por la glutatión 
reductasa (GR) usando NADPH como donante de equivalentes de reducción.  
2GSH    +    ROOH  ⎯⎯⎯⎯ →⎯
−PxGSH
     ROH     +   GSSG 
GSSG   +   NADPH   +  H+  ⎯⎯ →⎯
GR
  2GSH  +  NADP+ 
 
Previo al ensayo se realiza una dilución de la muestra en el buffer de 
homogenización (1/10 para hígado, 1/2 para pulmón y sin dilución en el caso de 
cerebro). La mezcla de reacción contiene 875 μl de buffer de trabajo (EDTA 1 mM, 
azida sódica 1 mM, GSH 1 mM, NADPH 0.2 mM y 1 UI/ml de GR en el buffer de 
homogenización) y 5-20 μl de muestra (ajustada hasta 100 μl con buffer de 
homogenización). La mezcla se preincuba durante 4 min a 37ºC y la reacción se 
inicia al añadir 25 μl de solución de Terc-butil hidroperóxido (dilución 1:100 en el 
buffer de homogenización).  
Se monitoriza la disminución de absorbancia a 340 nm y 37ºC durante 1-2 
min. Los blancos se miden en paralelo conteniendo todos los reactivos excepto la 
muestra de tejido. 
La actividad de GPx en la muestra (Δabsorbancia/min) se calcula en función 
del coeficiente de extinción molar (6220 UA/mol) para NADPH expresado como 
UI/g tejido (1 UI= 1 μmol/min/ml de mezcla de reacción). 
 
6.2 VALORACIÓN DE GLUTATIÓN Y GLUTATIÓN OXIDADO 
 
La valoración del glutatión se realiza usando el método de Griffith (1980) 
que consiste en un método enzimático cíclico colorimétrico en el cual se emplea  la 
GR y que se basa en la oxidación del glutatión reducido (GSH) por el 5-5’-ditiobis-
(2-nitrobenzoico) (DTNB) siguiendo la reacción: 
GSH     +       DTNB ⎯→←   GSSG   +   TNB (5-tio-2-nitrobenzoico) 
 La forma oxidada del glutatión (GSSG) actúa como sustrato para la GR 
empleando NADPH, de modo que se regenera el GSH, según la reacción: 
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GSSG   +   NADPH    + H+  ⎯⎯ →⎯
GR
  2GSH   +   NADP+ 
Este paso enzimático es lo que da especificidad al ensayo, presentando 
además una alta sensibilidad (hasta 10-10 moles). Al final la reacción global será: 
DTNB    +       NADPH    + H+ ⎯→⎯   2TNB  +   NADP+ 
 La concentración de los reactantes (DTNB, NADPH y GR) se escogió para 
obtener un incremento lineal de absorbancia durante 2 minutos. La pendiente de 
aparición del color (Δ absorbancia/Δ tiempo) es proporcional a la concentración de 
glutatión en la muestra. Los ensayos realizados con diferentes concentraciones 
conocidas de GSH generaron una familia de líneas con diferentes pendientes. La 
representación de las pendientes de las líneas frente a la concentración de GSH es 
lineal y define una curva standard que se usa para interpolar el glutatión total (GST 
= GSH + GSSG) presente en la muestra problema. 
Las muestras se realizaron por duplicado, y la concentración de GSH, se 
obtuvo por diferencia entre GST total y el GSSG. 
La determinación del GST total se realizó de la siguiente manera: 
1. La mezcla de reacción contiene: 700 µl de una solución fresca de NADPH 
(0.3 mM) + 100 µl de solución DTNB (6 mM) + 195 µl de agua + 5 µl de 
sobrenadante homogenizado de la muestra. 
2.  Se calienta la mezcla de reacción durante 4 minutos a 37ºC. 
3. La reacción comenzó al añadir una unidad internacional (UI; 1 UI=1 
µmol/min) de GR que previamente había sido disuelta en 5 ml de buffer fosfato 
(125 mM fosfato sódico, 6.3 mM EDTA, pH=7.5). 
4. Mide a 412 nm el Δ absorbancia/min. 
La determinación de GSSG se realizó con un paso previo de derivatización 
de las muestras, tomando 100 µl de sobrenadante del homogenizado y haciéndolo  
reaccionar con 2 µl de 2-vinil piridina. Posteriormente se ajusta el pH con 4 µl de 
tetraetilamonio (TEA) y se incuba 1 hora a Tª ambiente. 
El resto del ensayo se realizó de la misma manera que para GST total, salvo 
que en este caso se utilizaron 20 µl de muestra y 4 UI de GR equilibrado todo ello 
96 
 
con 160 µl de agua. Según el ciclo enzimático visto anteriormente, por cada 
molécula de GSSG se forman 2 moléculas de GSH, de modo que al determinar el 
GSH total se está evaluando: GSH + 0.5 GSSG. 
El potencial redox se calcula con la ecuación de Nernst según la fórmula 
siguiente: EGSH = -240- 30.7×Log [GSH]2/ [GSSG].  
 
7. WESTERN BLOT 
 
La técnica de Western Blot o immunoblotting consiste en la detección y 
análisis de la expresión de distintas proteínas. Nuestro objetivo fue estudiar las 
distintas modificaciones  sufridas por las mismas tras la exposición de los animales 
a HC. 
 Para la obtención de los extractos proteicos, se procedió a la 
homogenización en frío de los CC y otros tejidos de tipo no quimiorreceptor tales 
como GCS y cerebro, con un buffer de lisis que contenía detergentes así como 
inhibidores de proteasas. Una vez homogenizadas, las muestras fueron 
centrifugadas a 4ºC y los sobrenadantes fueron mezclados con igual volumen de 
tampón de carga (SB 2×) conteniendo: Tris HCl 125 mM pH 6.8, 10% glicerol, 2% 
dodecilsulfato sódico (SDS), 5% β-mercaptoetanol y 0.02% de azul de bromofenol. 
Las muestras se hirvieron durante 3 minutos en baño seco y las proteínas se 
separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10% y un gel 
concentrador del 3%. Una vez finalizada la electroforesis (SDS-PAGE), las proteínas 
se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF; 
InmobilonTM-P, Milipore) por el método húmedo, con un buffer de transferencia: 
Tris 250 mM, glicina 192 mM y 20% metanol (pH 8,3) en un Mini Trans-blot de Bio-
Rad. Se bloqueó la membrana con 5% de leche desnatada en polvo diluida en TBS-
T (buffer Tris salino 10 mM con 0.1% Tween 20), y se incubó con los anticuerpos 
primarios específicos anti-TH, anti-Epac-1, anti-Epac-2, anti-Cav1.2 y anti-β actina, 
utilizando esta última para normalizar las cargas en los distintos pocillos. Por 
último, tras los correspondientes lavados en TBS-T, las membranas se incubaron 
con los secundarios adecuados anti-Inmunoglobulina G (IgG), conjugados con 
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peroxidasa de rábano (HRP) (ver Tabla M4 a continuación). Todos los anticuerpos 
fueron resuspendidos en TBS-T con 0.1% de albúmina sérica bovina (BSA) para 
bloquear las interacciones inespecíficas. 
 La detección de las bandas se realizó por quimioluminiscencia (ECL, 
Amersham Biosciencies) y su cuantificación por densitometría utilizando la escala 
de grises (PDI system; Amersham) con posterior análisis de las manchas con el 
programa Image J. 
 Tabla M4. Relación de los distintos anticuerpos utilizados para la 
determinación de la proteína Epac (1 y 2) y Cav1.2 
Anticuerpo primario Dilución Anticuerpo secundario Dilución 
Ratón anti β-actina 
(abcam) 
1: 5000 
Conejo anti IgG Ratón –HRP 
(abcam) 
1: 10000 
Conejo anti β-actina 
(abcam) 
1:5000 
Cabra anti IgG Conejo –HRP 
(abcam) 
1:10000 
Ratón anti Epac 1 
(cell signalling) 
1:100 
Conejo anti IgG Ratón –HRP 
(abcam) 
1:1000 
Ratón anti Epac 2 
(cell signalling) 
1:100 
Conejo anti IgG Ratón –HRP 
(abcam) 
1:1000 
Conejo anti Epac 1 
(abcam) 
1:100 
Cabra anti IgG Conejo-HRP
(abcam) 
1:1000 
Conejo anti Epac 2 
(abcam) 
1:100 
Cabra anti IgG Conejo-HRP
(abcam) 
1:1000 
Ratón anti Cav1.2 (L) 
(abcam) 
1:200 
Conejo anti IgG ratón-HRP  
(abcam) 
1:2000 




Cabra anti IgG Conejo-HRP 
(abcam) 
1:2000 
Conejo anti TH 
(Sigma Aldrich) 
1:1000 
Cabra anti IgG Conejo-HRP
(abcam) 
1:5000 
Ratón anti TH 
(abcam) 
1:1000 




 Las densidades ópticas de las bandas correspondientes a tejidos 
experimentales se compararon con las de controles, previamente normalizados con 
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la banda de β-actina en ambos casos. Se calculó la media de todos los replicados y 
se aplicó el t–test de Student para determinar si el cociente de las densidades de los 
tejidos experimentales y de los controles era significativamente diferente. 
 Habitualmente tras un primer revelado de la membrana, se realizaba el 
stripping de la misma y se incubaba con un anticuerpo alternativo. El protocolo de 
stripping aplicado consiste en una incubación durante 40 minutos a 60 ºC con 2β-
mercaptoetanol (100 mM) en un medio Tris- HCl (62.5 Mm, pH 6.8, SDS 2%), con lo 
que la membrana queda libre de anticuerpos y lista para ser reutilizada. En la 




Se ha utilizado esta técnica para detectar la presencia o ausencia de las 
proteínas objeto de nuestro estudio y su co-localización con TH como medida de su 
expresión en las CQ.  
Los CC son disociados enzimáticamente en 2 pasos consecutivos: en primer 
lugar se incubaron con 2ml de solución Tyrode 0 Ca2+, 0 Mg2+ que contiene 
colagenasa (2.5 mg/ml) y BSA (6 mg/ml) a 37ºC durante 15 minutos y 
posteriormente, tras aspirar la solución con el enzima, se incubaron nuevamente 
con 2ml de la misma solución Tyrode conteniendo tripsina (1mg/ml) y albúmina (6 
mg/ml) a 37ºC durante 20 minutos. Se elimina la solución enzimática y se añaden 
1.5 ml de medio de cultivo DMEM (Medio de Eagle modificado por Dulbecco; 
Sigma) a 4ºC y mediante aspiraciones repetidas con una pipeta, se logra la 
disociación mecánica de los CC. Se centrifuga la muestra a 2000 rpm × 8 min, tras 
los cuales, se elimina el sobrenadante y el pellet se resuspende en un volumen de 
40-50 µl aproximadamente de medio DMEM a 37ºC. Se siembran las células 
disociadas en gota sobre coverslips recubiertos con poli-l-lisina (Sigma). Tras 2 h se 
añade 1 ml de DMEM a cada pocillo y se mantienen en el incubador a 37ºC hasta su 
utilización.  
Para identificar si las células que expresaban una determinada proteína eran 
o no quimiorreceptoras, se realizaron dobles inmunomarcajes usando TH como 
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marcador de las células tipo I. Los cultivos que contenían CQ se lavaron 3 veces 
con 1 ml de buffer fosfato salino (PBS; fosfato 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5) para 
eliminar los restos de fenol del medio. Se fijaron las células con paraformaldehído 
al 4% en PB 100 mM en cantidad suficiente para cubrir completamente los cristales 
sembrados, dejándolos a Tª ambiente durante 10 min y se repitieron los lavados 
con PBS 10 mM. Previo a la incubación con los anticuerpos, las células se incubaron 
durante 30 min con solución de permeabilización–bloqueo (PB 10 mM, NaCl 0.6 M, 
Tritón X-100 0.1% y 2% de suero de cabra no inmunizada) para permeabilizar las 
mismas y así facilitar la entrada del anticuerpo y bloquear las uniones inespecíficas. 
Después del bloqueo y permeabilización se procede a la incubación secuencial con 
los anticuerpos (que son los mismos que hemos utilizado para el Western Blot; 
Tabla M4), previamente diluidos en la propia solución de bloqueo. La incubación 
con los anticuerpos primarios frente a TH (dilución 1:1000), Epac 1 y 2 (1: 50) y 
Cav1.2 (1: 50) se realizó a 4 ºC durante toda la noche. Después de varios lavados con 
PBS 10 mM, las células se incubaron con los anticuerpos secundarios marcados con 
sus respectivos fluoróforos durante 1 hora en oscuridad y a Tª ambiente. El doble 
marcaje utilizado consistía en: Alexa 594 (rojo) para localizar TH en las células tipo 
I e Isotiocianato de fluoresceína (FITC, verde) (dilución 1:1000 para ambos) para 
evaluar la posible colocalización en la expresión de nuestras proteínas de interés, 
además de 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (1:8000) para ver la tinción de los 
núcleos. Tras otro ciclo de lavados, los cristales fueron montados sobre portas en 
medio acuoso con Vectashield H-100 (Vector Laboratories). También se realizaron 
controles negativos, incubados y tratados de modo similar a las muestras salvo por 
la ausencia de anticuerpo primario en los mismos. Por último las preparaciones se 
examinaron con un microscopio confocal de fluorescencia (Zeiss Axioscop 50 mot 
plus) equipado con filtros de emisión y excitación para FITC y Alexa 594, utilizando 
un objetivo de 60X y aumentos de 20 y 40X a las distintas muestras. Las imágenes 
fueron capturadas con una cámara digital refrigerada Photometrics, modelo 






9. MEDIDA DE LA RESPUESTA SECRETORA DEL CC 
 
Para el estudio de la respuesta in vitro de los CC a los diferentes estímulos, 
hemos medido la liberación de CA, marcando isotópicamente sus depósitos con 
tirosina tritiada (3,5 3H-Tyr), el precursor natural de su síntesis. Dado el elevado 
recambio de las mismas en el CC, una cantidad importante de los depósitos quedan 
marcados radioactivamente (Fidone et al., 1982 b; Fidone y González, 1982). A 
continuación se describe como realizamos estos experimentos. 
Los CC de rata aislados y frescos se incuban en viales de vidrio con solución 
Tyrode (250 µl) conteniendo tirosina tritiada (3,5 3H-Tyr, concentración de 30 µM, y 
actividad específica 45 Ci/mmol, Amersham Ibéria, Madrid) y DL- metiltetrahidro-
biopterina (0.1 mM) y ácido ascórbico (1mM) como cofactores para TH y dopamina 
β- hidroxilasa, equilibrada con O2, en un baño metabólico a 37 ºC durante 2 horas.  
Tras las dos horas de incubación con 3H-Tyr, los CC son transferidos 
individualmente a viales de vidrio donde son lavados con una solución Tyrode- 
bicarbonato sin precursores ni cofactores (NaCl 116 mM, KCl 5 mM, CaCl2 2 mM, 
MgCl2 1.1 mM, glucosa 5 mM, HEPES 10 mM, NaHCO3 24 mM) durante 1 hora. Se 
mantienen en agitación a 37 ºC y se renueva la solución cada 20 min para facilitar el 
lavado del precursor radiactivo. Las soluciones de incubación son continuamente 
gaseadas con 20% O2, 5% CO2, resto N2 saturado con vapor de agua, quedando el 
medio ajustado a pH 7.4.  
Tras los lavados comienza el experimento de liberación como tal. Los CC se 
mantienen a 37ºC con el mismo gaseo, salvo cuando el estímulo es hipoxia o 
acidosis hipercápnica, aplicándoles los diferentes estímulos con su curso temporal 
apropiado. Cada 10 min se va recolectando las soluciones de superfusión y 
reponiendo el volumen con solución fresca (mediante jeringas)  para el análisis 
posterior de CA. Las soluciones recolectadas son acidificadas a pH 3.2 con una 
mezcla de ácido acético glacial y ácido ascórbico para evitar la degradación de las 
CA y se guardan a 4ºC para su posterior análisis en un contador de centelleo. 
Generalmente nuestros protocolos de liberación se componen de dos ciclos de 
hipoxia, S1 y S2. Previo a la aplicación del estímulo S1 se colectan dos fracciones 
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controles correspondientes a los medios de incubación equilibrados con 20% O2, 5% 
CO2, resto N2. 
 La fracción representada por S1 corresponde al primer estímulo que puede 
ser un medio de incubación hipóxico (% O2 < 20%, generalmente del 7% de O2), rico 
en K+ (35-60 mM) o acidosis hipercápnica (20% O2, 20% CO2, resto N2) aplicados 
durante 10 min. En las soluciones con alto K+, cantidades equimolares de Na+ son 
reemplazadas por K+ para mantener la osmolaridad constante. La aplicación de 
cada estímulo va seguida de 4 periodos de incubación de 10 min denominados 
post-estímulos en los que el medio está equilibrado con la mezcla de gases control 
(20% O2, 5% CO2, resto N2). Habitualmente el estímulo S2 es el mismo que el S1 
pero en los CC del grupo experimental el S2 se aplica en presencia de alguna droga 
cuyos efectos se querían probar tanto sobre la basal (10 min previos al estímulo) 
como durante la aplicación del estímulo propiamente dicho. En estos casos el efecto 
de dicha droga se evalúa comparando el cociente S2/S1 en términos de la 
liberación evocada por cada estímulo (liberación por encima de la liberación basal) 
en CC controles frente a CC experimentales. Los resultados se expresan como % de 
la liberación obtenida en los CC controles, asumiendo que las diferencias en dicho 
cociente en los CC experimentales son debidas al efecto de la droga. 
 El análisis de las 3H-CA presentes en las soluciones colectadas durante el 
experimento, se basa en la capacidad de la alúmina ácida para adsorber 3H-CA y 
sus catabolitos con estructura catecol, a pH alcalino y la posibilidad de eluirlos a 
pH ácido (Fidone et al., 1982 a, b; Fidone y González, 1982). La alúmina ácida (100 
mg, BioRad) se añade a los viales que contienen las soluciones recolectadas y 
posteriormente se alcaliniza a pH 8.6 con buffer Tris 2M. A este pH la alúmina 
adsorbe los catecoles con gran afinidad. La alúmina se transfiere a columnas de 
vidrio, se lava con agua destilada para arrastrar cualquier otro producto retenido y 
finalmente se eluyen las CA sobre viales de centelleo con HCl 1N al que se añade 
líquido de centelleo (Optiphase “Hisafe” 3, perkin Elmer) previo a introducirlas en 
un contador de tipo beta. Una vez finalizado el experimento, los CC se 
homogenizan a 4 ºC con ácido perclórico (PCA) 0.4 N en un homogenizador cristal-
cristal y se centrifugan durante 5 min a 14000 g a 4ºC para medir CA residuales 
presentes al final del experimento.  
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 En la Figura M4 se muestra un protocolo de liberación típico, donde cada 
barra representa la liberación de 3[H]-CA en un periodo de 10 minutos, durante el 
cual los CC estaban incubados con una solución equilibrada con 20% O2 (normoxia, 
barras blancas) o con 7% O2 (hipoxia, barras azules).  
 La liberación basal corresponde al área bajo la línea punteada mientras que 
la liberación producida por los estímulos es todo aquello que queda por encima de 
esta línea (liberación evocada). Nótese la diferencia de escala entre las Figuras M4A 
y M4B que representan, respectivamente, medias de liberación en 12 CC controles 
(C) y 12 CC de animales HC de 7 días. 











































Figura M4. Comparación de la respuesta secretora a la hipoxia. En la figura se muestran dos picos 
de estimulación hipóxica sucesivos (7%O2) en CC de animales normóxicos control (A) vs CC 
hipóxicos crónicos de 7 días (B). Nótese la diferencia de escala en ordenadas. Los valores son medias 
de 12 CC ± SEM. 
   
10. MEDIDA DE AMPc 
 
 Tras la extracción de los CC tanto de animales controles como 
experimentales, éstos se preincuban individualmente in vitro dentro de un baño 
metabólico utilizando viales de vidrio que contienen una solución Tyrode-
bicarbonato (NaCl 116 mM, KCl 5 mM, CaCl2 2 mM, MgCl2 1,1 mM, glucosa 5 mM, 
HEPES 10 mM, NaHCO3 24 mM) ajustada a pH 7.4 por gaseo con carbógeno (95% 
O2/5% CO2) durante 30 min. Las soluciones que bañaban los CC fueron 
posteriormente renovadas por un buffer de incubación nuevo que fue gaseado 
durante 20 min con condiciones controles (95% O2/5% CO2) o hipóxicas (7% O2/5% 
CO2, resto N2) para posterior comparación entre los grupos, en presencia de IBMX 
0.5 mM. Una vez finalizado el tratamiento, los CC fueron extraídos y sumergidos 
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en ácido tricloroacético (TCA) al 6% (w/v) (150 µl) a 4 ºC durante 30 min, para 
posteriormente ser homogenizados y centrifugados a 2000 x g durante 15 min a 
4ºC. Se recoge el sobrenadante descartando el pellet, y se somete a  un proceso de 
extracción líquido-líquido 4 veces con 500 µl de agua saturada con dietiléter. La 
capa superior orgánica con el éter se desecha después de cada lavado y la fase 
acuosa se liofiliza. Las muestras fueron almacenadas a -80ºC hasta la cuantificación 
del AMPc, momento en el cual se reconstituyen en un buffer de ensayo  con acetato 
0.05 M, pH 5.8 y albúmina bovina 0.01%  para proceder ya al ensayo en placa que 
se realiza con un kit comercial de Healthcare Biosciences (EIA, RPN 2255, GE 
Healthcare Biosciences) y que lleva adherido el anticuerpo específico contra el 
complejo AMPc-peroxidasa conjugado. Se prosiguió con el ensayo siguiendo con el 
protocolo del fabricante que de forma breve consiste en la preparación de una 
curva patrón que cubre el rango de 12.5 a 3200 fmol/pocillo. Tanto las muestras 
como los estándares se han medido por duplicado y se han dejado también pocillos 
para el blanco (que no contiene ni el antiserum anti-AMPc, ni la enzima AMPc-
peroxidasa) y la unión no específica (que no contiene el antiserum pero sí la enzima 
AMPc-peroxidasa). Posteriormente se mide la absorbancia en un lector de placas y 
se obtiene el porcentaje de unión para cada estándar y para cada muestra  (% B/Bo)  
como un tanto por ciento de la absorbancia de las muestras con respecto a la del 
estándar cero, teniendo en cuenta la absorbancia de la unión no específica: 
% B/Bo ═ [(Absorbancia de la muestra o estándar-Absorbancia de la unión no 
específica)/(Absorbancia del estándar cero- Absorbancia de la unión no 
específica)]×100 
  Se representa % B/Bo frente al logaritmo de la concentración de AMPc, lo 
que permite el cálculo por interpolación, de la concentración de AMPc en la 
muestra. 
Los  protocolos experimentales, encaminados a estudiar los cambios en los 
niveles de AMPc con la hipoxia, consisten en renovar las soluciones con Tyrode–
bicarbonato en las que el gaseo con carbógeno se sustituye por 7% O2/5% CO2, con 
la adicción en algunos casos de drogas específicas (SQ, KH7). Para el estudio de la 
variación de los niveles de AMPc con el estímulo ácido hipercápnico, se han 
utilizado otras dos disoluciones diferentes: un Tyrode sin bicarbonato (NaCl 140 
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mM, KCl 5 mM, CaCl2 2 mM, MgCl2 1.1 mM, Glucosa 5 mM, HEPES 10 mM) para 
los puntos 0% bicarbonato, gaseados con 40% O2/resto N2 y un Tyrode especial 96 
mM de bicarbonato obtenido por sustitución isosmótica de NaCl por NaHCO3, 
gaseado con 40% O2/20% CO2.  
           Los resultados fueron expresados en valor absoluto en fmoles de AMPc o de 
una forma normalizada como picomoles de AMPc por miligramo de tejido. 
 
11. MÉTODOS ESTADÍSTICOS Y PRESENTACIÓN DE DATOS 
 
  Los datos habitualmente se expresan como media ± SEM de los valores 
obtenidos y la significación de la diferencia de medias se estableció mediante t –test 
de Student para datos apareados o sin aparear según los diseños experimentales y 
análisis de la varianza (ANOVA) “One way y two way ANOVA Student- 
Newman-Keuls/Bonferroni Method respectivamente” para la comparación de 
datos con más de dos variables. El estudio de las posibles diferencias significativas 
se realizó analizando el índice de significación p (p<0.05 * p<0.01**   p<0.001***).  
Se consideraron significativas aquellas diferencias que arrojaron un valor de 
p<0.05. Con frecuencia también mostramos experimentos únicos con el objetivo de 
facilitar la comprensión de los diseños experimentales y mostrar los cursos 


















































1. EFECTOS DE LA HIPEROXIA PERINATAL SOBRE LA RESPUESTA A LA 
HIPOXIA AGUDA DEL CC Y DE LA CIRCULACIÓN PULMONAR 
 
 Dado que la Tesis Doctoral de Prieto Lloret (2005) constituye el punto de 
partida de nuestro trabajo, en la Figura R1 resumo los datos que considero 
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Figura R1. Respuestas del CC y de la circulación pulmonar a la hipoxia aguda en animales 
hiperóxicos vs controles: A) Modificación de la frecuencia respiratoria inducida por hiperoxia, 
sucesivas hipoxias e hipercapnia (ratas de ambos sexos al 50%). B) Liberación de 3H-CA evocadas 
por hipoxia y alto K+ C) Efectos de la hipoxia (2% O2, 8 minutos) sobre la PAP. (Tomado de Prieto 
LLoret, 2005, Tesis Doctoral). 
 
 Los datos de pletismografía (Figura R1A) muestran que la hiperoxia 
perinatal no altera la frecuencia respiratoria en respuesta a la hipoxia aguda ni a la 
hipercapnia. Las únicas diferencias observadas se refieren a las frecuencias en los 
periodos posthipóxicos, donde apareció una leve depresión ventilatoria basal en los 
animales experimentales con respecto a los controles. Aunque en la Tesis de Prieto-
Lloret sólo se pudo medir la frecuencia ventilatoria, la inferencia fue que la 
hiperoxia no alteraba la ventilación pulmonar. En la Figura R2A confirmamos los 
hallazgos de Prieto-Lloret, esto es que la hiperoxia perinatal no altera la frecuencia 
ventilatoria en ninguna de las atmósferas estudiadas; además observamos que 
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tampoco altera los volúmenes corrientes (Figura R2B) ni la ventilación pulmonar 
total por minuto (Figura R2C). Por tanto, los hallazgos pletismográficos, además de 











































































































































































































 El apartado B de la Figura R1 tomada de Prieto Lloret muestra que la 
liberación de 3H-CA en respuesta a hipoxia está fuertemente disminuida en los 
animales hiperóxicos, mientras que la liberación inducida por alto potasio no está 
alterada. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo fueron esencialmente 
superponibles (Figura R3). 
Figura R2.  Análisis de los 
parámetros ventilatorios tras 
la exposición a hiperoxia 
perinatal. A) Frecuencia 
respiratoria B) Volumen 
corriente C) Flujo ventilatorio 
por minuto; en todos los 
casos se ha estudiado la 
modificación de estos 
parámetros tras la aplicación 
de hiperoxia, hipoxias de 
distinta intensidad e 
hipercapnia. Los datos 
representan media ± SEM 
para n=8 machos y n=8 




 El apartado C de la Figura R1 muestra el efecto de la hipoxia aguda sobre la 
presión pulmonar registrada en una preparación de pulmón aislado in situ, 
utilizada por Prieto Lloret en su Tesis Doctoral. Los datos evidencian que la 
































 Nuestros experimentos en animal anestesiado intacto se presentan en la 
Figura R4. La presión arterial media en la arteria pulmonar (PAP) mientras los 
animales controles respiraban aire fue de 11.4 ± 0.9 mmHg y aumentó a 14.5 ± 1,3 
(n=12; p<0.001, two tails paired t-test) al final del periodo en que los animales 
estaban sometidos a situación de hipoxia haciéndoles respirar 10% de O2. Al volver 
a respirar aire, la PAP recuperó sus valores iniciales (11.4 ± 0.9). Los animales 
hiperóxicos tuvieron una PAP en normoxia de 12.3 ± 1.2 mmHg y ascendió a 13.1 ± 
1.4 (n=14; p<0.05, two tails paired-t-test) mientras respiraban 10% de O2 para 
retornar a valores normales al respirar aire de nuevo (12.8 ± 1.4). El ΔPAP  inducido 
por la hipoxia ([PAP prehipóxica + PAP posthipóxica/2] – PAP hipóxica) en los 
animales controles fue de 3.1 ± 0.6 mmHg, mientras que en los animales 
hiperóxicos fue de 0.5 ± 0.3 mmHg (p<0.001; two tails unpaired t-test) 








Figura R3. Liberación de 3H-CA 
evocadas por hipoxia (5% O2) y alto K+ 
(35 mM K+) en CC obtenidos de 
animales controles e hiperóxicos. Los 
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Figura R4. Vasoconstricción pulmonar hipóxica (10% O2, 3 minutos) registrada en animales 
controles y perinatalmente hiperóxicos. A y B muestran registros típicos obtenidos, 
respectivamente, en animales controles e hiperóxicos. Están señalados con líneas verticales 
discontinuas los tiempos en los que se aplica la hipoxia y el aire. Las partes inferiores presentan las 
medias ± SEM de las PAP medias en animales controles (C; n=12) e hiperóxicos (D; n=14) 
(R=recuperación). *p<0.05 y ***p<0.001 vs 21% O2 (two tails paired t-test). 
  
 Dado que la hipoxia produce vasodilatación e hipotensión sistémicas, la 
VPH registrada en animal intacto se ve atenuada (Ver Discusión), habíamos de 
definir si las diferencias en VPH encontradas entre los animales controles e 
hiperóxicos perinatales podían ser atribuibles a efectos sistémicos. Para ello 
medimos la PA sistémica simultáneamente a la VPH en un número representativo 
de animales. Los datos que se muestran en la Tabla RI verifican el efecto 
hipotensor sistémico de la hipoxia y excluyen que una hipotensión sistémica 
exagerada sea la responsable de la casi total pérdida de la VPH. 
 
Tabla RI.  PA media en animales controles e hiperóxicos respirando aire y 10% de O2 
           Grupo experimental 
Parámetro 
Control Hiperóxico 
PA Sistémica en Aire 126,7 ± 6,3 (n=6) 121,4 ± 6,6 (n=11) 
PA sistémica en 10% O2 81,2 ± 5.7 (n=6)*** 94,5 ± 7.2 (n=11)*** 
Δ PA aire – PA 10% O2 45,5 ± 8,1 (n=6) 26,9 ± 2,9 (n=11)+ 
Valores medidos en mmHg.***p<0.001 vs. PA sistémica respirando aire. +p<0.5 vs. ΔPA en controles. 




 En su conjunto, pues, los registros de la VPH y de la PA sistémica ratifican el 
efecto obtenido en la preparación aislada in situ e indican que la exposición 
perinatal a una atmósfera hiperóxica produce la pérdida de la capacidad de las AP 
para responder a la hipoxia. Finalmente queremos señalar que los datos obtenidos 
en nuestro estudio indican que el modelo experimental es reproducible, al menos 
en lo que hace referencia a la funcionalidad del CC y de los vasos pulmonares.   
 
2. EFECTOS DE LA HIPEROXIA PERINATAL SOBRE ALGUNOS 
PARÁMETROS RELACIONADOS CON EL ESTADO REDOX EN TEJIDOS 
 
 Es un hecho bien conocido que la hiperoxia produce un aumento en la 
génesis de especies reactivas de O2 (ROS, Reactive Oxygen Species) produciendo 
daño en múltiples tejidos y de forma muy particular en tejido pulmonar (ver 
Pagano y Barazzone-Argiroffo, 2003; Halliwell y Gutteridge, 2007). Además, se 
sabe también que puede proporcionarse protección frente a las ROS con un gran 
abanico de moléculas antioxidantes, incluyendo la sobre-expresión de GR, el 
enzima que usando equivalentes de reducción del NADPH del ciclo de las 
pentosas reduce el GSSG a GSH  y que por tanto tiende a mantener el potencial 
redox del par glutatión (EGSH) elevado (O'Donovan y Fernandes, 2000; González et 
al., 2004 a, b). Por tanto, y a pesar de que Bavis et al. (2008) habían encontrado que 
la hiperoxia no aumentaba los niveles plasmáticos de proteínas carboniladas (un 
índice de daño oxidativo) de los animales hiperóxicos de 2 y 8 días de edad, y de 
que la suplementación materna con vitamina E o la inyección intraperitoneal de 
MnTMPyP (un mimético artificial de la SOD) a los animales recién nacidos no 
prevenía los efectos deletéreos de la hiperoxia sobre el CC en el animal adulto, 
(atrofia y atenuación de las respuestas a la hipoxia; ver introducción), decidimos 
reinvestigar si el daño oxidativo era o no responsable de los propios daños del CC 
y de la pérdida de la VPH. 
 La Figura R5 muestra los niveles de GSH, GSSG y el EGSH obtenidos en 
pulmón, hígado y cerebro de ratas controles e hiperóxicas de 7 y 90 días de edad 
(esto es al momento de realizar los experimentos). Los niveles de GSH en pulmón 
de los animales controles de 7 días son de 1,06 ± 0,07 µmol/g, estando 
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significativamente disminuidos en los animales hiperóxicos de la misma edad (0,70 
± 0,04 µmol/g; p<0.05). A los 90 días los niveles absolutos y grado de disminución 
de los niveles de GSH son comparables. Los niveles de GSSG en los animales 
controles de 7 días son de 0,09 ± 0,02 µmol/g tejido, estando muy aumentados en el 
grupo hiperóxico  (0,18 ± 0,02 µmol/g tejido; p<0.01) y a los 90 días, los niveles en 
controles (0,18 ± 0,01 µmol/g tejido) y en hiperóxicos (0,16 ± 0,02 µmol/g tejido) 
son similares. Ello determina que el EGSH a los 7 días sea de -192,91 ± 2,69 mV en los 
controles y de -170,68 ± 2,93 mV en los hiperóxicos (***p< 0.001), mientras que a los 
90 días son esencialmente idénticos en ambos grupos, -178,79 ± 2,23 mV controles 












































































































































































Figura R5. Niveles de GSH (A) y GSSG (B) y potencial redox (C). En pulmón (panel superior), 
hígado (panel central) y cerebro (panel inferior). Los datos son medias ± SEM de 7 valores 
individuales. Análisis estadístico realizado mediante two way anova (Bonferroni post test). *p<0.05; 




 Aunque con valores absolutos más altos, ya que el hígado es el tejido más 
rico en glutatión y con el potencial redox más alto del organismo (Halliwell y 
Guteridge, 2007), su comportamiento en animales controles e hiperóxicos es 
comparable al observado en pulmón, esto es, hay una disminución del EGSH en los 
animales hiperóxicos respecto a los controles a los 7 días (*** p<0.001) y una 
normalización a los 90 días (Figura R5A, panel medio).  
 Finalmente, el cerebro sigue un comportamiento distinto. Posee valores 
totales de glutatión comparables a los de pulmón aunque  los niveles de GSSG son 
más bajos lo que determina que tenga un EGSH mayor que el pulmón. A los 7 días 
hay una disminución de los dos elementos del par redox en los animales 
hiperóxicos con el resultado neto de que el EGSH, aunque ligeramente inferior, no es 
estadísticamente diferente al de los controles; no obstante la disminución de la 
concentración total de glutatión indica que la capacidad de defensa frente al estrés 
oxidativo está marcadamente disminuida (Schafer y Buettner, 2001). A los 90 días 
no hay diferencias significativas en ninguno de los parámetros entre ambos grupos. 
Como conclusión provisional podríamos decir que la hiperoxia produce un estado 
oxidativo en animales recién nacidos, aunque parece existir una protección especial 
en tejido cerebral y dicho estado oxidativo se normaliza con la edad de tal forma 
que al momento de realizar los experimentos funcionales (3-3,5 meses de edad) el 
estado redox es normal en los tres tejidos.  
 La GPx comparte su sustrato, el H2O2, con la catalasa pero se diferencia de 
ella en que la GPx necesita para llevar a cabo su reacción un sustrato, el GSH 
(Halliwell y Gutteridge, 2007). Además la GPx también puede reaccionar de 
manera efectiva con otros hidroperóxidos orgánicos en general, por lo que protege 
frente a este tipo de ROS. La reacción de la GPx  y la recuperación del  GSH por la 
GR son como sigue:  
2GSH + H2O2 ⎯⎯⎯⎯→ GS–SG + 2H2O
GPx
GS–SG + NADPH + H+ ⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯→2GSH + NADP+
Glutation Reductasa





 Pero lo más importante en el presente contexto es que la expresión de la GPx 
es potencialmente regulable por los niveles de ROS, pudiendo aumentar su 
expresión, al menos en algunos tejidos, y no siempre guardando relación con la 
intensidad del estrés oxidativo (ver Halliwell y Gutteridge, 2007; Quintero et al., 
2013). Por ello, en los mismos tejidos de los animales en los que habíamos medido 
el estado redox, medimos la actividad total de GPx cuyos datos se muestran en la 
Figura R6. El primer hecho que nos muestra la figura es que la actividad del 
enzima es edad dependiente, siendo mucho menor en los tejidos de los animales de 
7 días que en los animales adultos de 90 días. Un segundo hecho es que los niveles 
de actividad de GPx total son muy distintos de unos tejidos a otros: 15,37 ± 1,33 
UI/g en pulmón, 234,20 ± 14,82 UI/g tejido en hígado y 2,51 ± 0,21 UI/g tejido en 
cerebro en los animales controles adultos, encontrándose diferencias comparables 
en los animales de 7 días. Finalmente, el tercer hecho relevante es que no existen 
diferencias de actividad GPx en ninguno de los tejidos ni a 7 ni a 90 días;  esto es, la 
exposición perinatal a la hiperoxia no modificó de forma significativa los niveles de 



































































Figura R6. Actividad de la enzima GPx en pulmón, hígado y cerebro de animales controles e 
hiperóxicos de 7 y 90 días de edad. Los datos se expresan como UI/g tejido y representan valores 
medios ± SEM de 5 a 7 valores individuales.  
  
 
3. HIPEROXIA PERINATAL Y ESTADO REDOX EN TEJIDOS: EFECTOS DE 
UNA DIETA SUPLEMENTADA CON ANTIOXIDANTES 
 
 Los hallazgos presentados en el apartado anterior indican que en los 
animales de 7 días de edad hay un estado de estrés oxidativo apreciable en pulmón 
e hígado y una disminución de la capacidad de defensa frente al estrés oxidativo en 
cerebro, aunque en este órgano se mantiene el EGSH, principal responsable del 
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estado redox celular (Schafer y Buettner, 2001). Por ello, decidimos realizar un 
nuevo grupo de experimentos en los que las madres durante todo el periodo de 
exposición a hiperoxia y las crías hasta el periodo del destete, que coincidía con la 
finalización de la exposición a la atmósfera rica en O2 (28 días de edad), fueron 
alimentadas con una dieta suplementada con vitamina E y ácido lipoico (AL) 
(vitamina E, 400 mg/Kg de comida y AL racémico, 1 g/Kg de comida).  
 La dosis de vitamina E utilizada como suplemento es habitual en la rata 
(Martin et al., 1999; Hsu et al., 1998), siendo lo mismo cierto en el caso del AL 
(Hagen et al., 2002; Suh et al., 2001, 2005; Moini et al., 2002). La razón fundamental 
para elegir estos agentes antioxidantes es que ambos compuestos son naturales y 
existen sistemas enzimáticos que reciclan las formas reducidas y oxidadas y que 
interrelacionan tanto a la vitamina E como al AL con el glutatión, la vitamina C y 
otros sistemas antioxidantes (ver esquema en la Figura R7; Sen, 1998; Moini et al., 
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Figura R7. Interrelaciones más relevantes entre los antioxidantes: GSH, AL y ácido dihidrolipoico 
(ADHL). El AL/ADHL aumentan la eficiencia del ciclo de la vitamina C y activan el ciclo de la 
vitamina E, responsable directa de la reducción de radicales peroxilos de los AGI (ácidos grasos 
poliinsaturados) de las membranas celulares a hidroperóxidos. (TRxR/TRx) tioredoxina y 
tioredoxina reductasa. 
 
 Según muestra la Figura R8, los niveles de glutatión encontrados en los 
animales suplementados nos indican que la suplementación fue efectiva para 
corregir la disminución del EGSH en pulmón e hígado a los 7 días sin modificar 
sustancialmente los niveles totales de glutatión, sino a expensas de disminuir los 
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niveles de GSSG; en hígado a los 90 días, a pesar de haber interrumpido la 
suplementación a los 28 días postnatales, hay un aumento moderado pero 
significativo de los niveles de GSH que se traduce en una aumento del EGSH. 
 En cerebro, por el contrario, la suplementación produjo un cambio oxidativo 
permanente tanto a los 7 como a los 90 días, debiéndose en ambos casos a la caída 
del EGSH a un aumento del GSSG respecto al grupo hiperóxico. Por tanto, una vez 
más, observamos que en comparación con el pulmón y el hígado, el cerebro posee 



































































































































































































Figura R8. Niveles de GSH (A) y GSSG (B) y potencial redox (C). Valores obtenidos en pulmón 
(panel superior), hígado (panel central) y cerebro (panel inferior) de animales controles, hiperóxicos 
e hiperóxicos suplementados. Los datos son medias ± SEM de 8 valores individuales para los  
animales suplementados y de 12-16 para controles e hiperóxicos. Análisis estadístico realizado 




 En el contexto de este trabajo, y con la colaboración del Dr. O. Montero, 
responsable del equipo de espectrometría de masas del IBGM, pusimos a punto un 
método para medir en plasma niveles de tocoferoles, AL y Trolox, un análogo 
sintético de la vitamina E que es hidrosoluble (Montero et al., 2012). El método es el 
único hasta el presente capaz de separar y medir con una inyección única de la 
misma muestra AL y/o Trolox junto con α-tocoferol, δ- tocoferol y γ-tocoferol. Sin 
embargo, no posee sensibilidad para medir AL en muestras de sangre ni de 
humanos ni de rata; de hecho niveles plasmáticos de AL en sangre sólo se han 
podido medir tras una suplementación masiva y aguda del mismo (Trivedi et al., 























 A pesar de la dispersión de los datos de 7 días, dado el reducido número de 
muestras analizadas por la dificultad para obtener sangre suficiente de estos 
animales, es evidente que los niveles de α-tocoferol aumentan por un factor >10 al 
madurar los animales. También parece evidente que la hiperoxia no modificó los 
niveles de α-tocoferol a ninguna de las dos edades y que la suplementación 
materna con vitamina E y AL no aumentó los niveles de α-tocoferol en las crías. 
Mientras que en humanos nuestro método sí que tiene sensibilidad para medir los 
otros tocoferoles, que son minoritarios y que en conjunto representan <20% del 
total, en la rata no pudimos detectarlos, probablemente porque en esta especie sean 
aún más minoritarios.  
 
 
Figura R9. Niveles de α- Tocoferol en 
plasma de rata de 7 y 90 días. C, 
controles; H, hiperóxicos; HS, 
hiperóxicos suplementados. Los datos 
son medias ± SEM de 3-6 datos para los 
animales de 7 días y  de 8-16 para los 
animales de 90 días.  
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4. HIPEROXIA PERINATAL: EFECTOS DE UNA DIETA SUPLEMENTADA 
CON ANTIOXIDANTES SOBRE LA RESPUESTA A LA HIPOXIA AGUDA 
DEL CC Y DE LA CIRCULACIÓN PULMONAR 
 
 Dados los efectos favorables de la suplementación de la dieta con 
antioxidantes sobre el EGSH en pulmón e hígado consideramos de gran interés 
definir si este tratamiento corregía las alteraciones funcionales producidas por la 
hiperoxia en la circulación pulmonar, VPH, y en el CC. Siguiendo la misma 
sistemática que con los animales hiperóxicos, en los hiperóxicos suplementados 
comenzamos por medir las respuestas ventilatorias, ya que como es conocido, el 
CC media toda la respuesta ventilatoria a la hipoxia.  
 Como puede observarse en la Tabla RII, la suplementación no modificó de 
forma significativa los parámetros ventilatorios obtenidos en los animales 
hiperóxicos, que a su vez tampoco son diferentes de los obtenidos en los animales 
controles, excepción hecha de una moderada disminución de la frecuencia y 
también del volumen minuto con la hipoxia más moderada del 12% de O2. 
Tabla RII. Parámetros ventilatorios en  controles, hiperóxicos e hiperóxicos suplementados 
Atmósfera 20% O2 (aire) 12% O2 10% O2 7% O2 
5% CO2 en 
aire 
A. Animales Control 
Frecuencia  69 ± 2 97 ± 3** 129 ± 3*** 114 ± 6*** 107 ± 3*** 
Vol. Tidal 9 ± 0 9 ± 0 9 ± 0 11 ± 0** 12 ± 0** 
Vol. minuto 630 ± 41 900 ± 65* 1135 ± 55*** 1289 ± 107*** 1269 ± 53*** 
B. Animales Hiperóxicos 
Frecuencia  70 ± 2 98 ± 4*** 117 ± 4*** 115 ± 4,1*** 115 ± 11*** 
Vol. Tidal 9 ± 1 8 ± 1 9 ± 1 12 ± 1** 13 ± 0*** 
Vol. minuto 672 ± 59 818 ± 65 1073 ± 106*** 1381 ± 109*** 1474 ± 143*** 
C. Animales Hiperóxicos Suplementados  
Frecuencia  72 ± 2 82 ± 2+α 114 ± 5*** 118 ± 7*** 102 ± 5*** 
Vol. Tidal 8 ± 0 8 ± 0 9 ± 1 11 ± 1*** 11 ± 1*** 
Vol. minuto 584 ± 20 645 ± 28+ 970 ± 77*** 1327 ± 88*** 1218 ± 68*** 
 
Valores medidos como: frecuencia, respiraciones/min; VT en ml/Kg; Volumen/min, ml/Kg*min. 
Los datos son medias ± SEM de 7-12 animales. Las diferencias con respecto a las condiciones 
normóxicas controles fueron analizadas utilizando análisis de varianza de dos vías (two way anova) 
para medidas repetidas (Bonferroni post test) *p<0.05, **p<0.01, y ***p<0.001 vs 20%O2. Las 
diferencias entre C, H e HS fueron analizadas de dos formas, utilizando paired t test de 2 colas 
+p<0.05 vs controles e hiperóxicos y two way anova para medidas no repetidas con post test de 
Bonferroni α p<0.05 vs hiperóxicos. 
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 La Figura R10A muestra los resultados obtenidos en la liberación de CA por 
el CC en respuesta a un estímulo hipóxico y a un estímulo despolarizante 
inespecífico. Una vez más observamos que la hiperoxia lesiona de forma específica 
la respuesta a la hipoxia sin afectar la respuesta inespecífica, lo que indicaría que la 
hiperoxia daña la cascada de transducción en una etapa previa a la despolarización 
(ver Prieto-Lloret et al., 2004). Estos resultados, unidos a los mostrados en la Tabla 
RII, indicarían que la suplementación no ha revertido la funcionalidad del CC y 
que, como es el caso en los animales hiperóxicos, la ventilación en normoxia y las 
respuestas a la hipoxia se mantienen merced a la redundancia de la información 
que desde el CC llega al tronco del encéfalo.  
 Puesto que los estudios previos de nuestro grupo (Pérez García et al., 1990, 
1991) sugieren que el AMPc juega un papel importante en la modulación del 
proceso de quimiorrecepción, decidimos estudiar su acumulación en el CC de estas 
ratas sometidas a hiperoxia perinatal (H) en ausencia o presencia de la dieta 
suplementada con antioxidantes (HS). 
 Como puede verse en las Figuras R10B y R10C, el grupo control sufre un 
aumento por un factor aproximado de 3 en los niveles de AMPc al aplicar el 
estímulo hipóxico del 7% O2, tanto en valores absolutos (1123 ± 211 vs 374 ± 82 
fmol/CC) como en valores normalizados por el peso (18,1 ± 3,3 vs 7,0 ± 1,6 
pmol/mg tejido) y que dicho aumento se pierde para el grupo hiperóxico, sin que 
la suplementación aplicada sea capaz de revertir este déficit. Con lo que podemos 
concluir que la exposición hiperóxica perinatal provoca una pérdida de la 
capacidad de estimulación hipóxica de incrementar los niveles de AMPc en el CC, 
dejando los valores para ambos grupos experimentales en una situación similar a 
las condiciones basales (95% O2). 
 En un nuevo grupo de experimentos estudiamos el comportamiento de la 
circulación pulmonar, de la VPH, en los animales hiperóxicos con dieta 


































































































Figura R10. Efectos de la hiperoxia sobre la liberación de CA y sobre los niveles de AMPc en el 
CC de ratas C, H, e HS. A) Liberación de 3H-CA evocada por un estímulo hipóxico (5% O2) frente a 
un estímulo despolarizante moderado (35 mM K+). Los estímulos se aplicaron por incubación de los 
CC durante 10 minutos en soluciones equilibradas. Los datos son medias ± SEM (n=13-15). 
***p<0.001. B y C) Efecto de la hipoxia (7% O2) sobre los niveles de AMPc en CC de ratas C, H e HS. 
En B se representan los datos como valores absolutos en fmol/CC y en C de un modo normalizado 
frente al peso como pmol/mg tejido. El análisis estadístico se ha realizado utilizando one way anova 
(Newman Keuls post test). Los datos representan media ± SEM para n=16 hembras C, H e HS para 
cada grupo. ***p<0,001 vs 95% O2; +p<0.05, ++p<0,01, +++p<0,001 vs Control. 
 
 La Tabla RIIIA muestra que la suplementación con dieta antioxidante 
revirtió la VPH de tal forma que el aumento de PAP provocado por la hipoxia (3 
minutos respirando 10% O2) fue esencialmente idéntico al encontrado en animales 
controles (controles, 3.1 ± 0.6; hiperóxicos suplementados, 3.0 ± 0.3; p>0.05) siendo 
el aumento de la PAP en hiperóxicos estadísticamente menor que en controles e 
hiperóxicos suplementados (+++p<0.001 hiperóxicos vs. controles e hiperóxicos 
suplementados). Para descartar que la respuesta en los animales hiperóxicos 
suplementados fuera debida a posibles efectos o influencias secundarias ejercidos 
desde la circulación sistémica, medimos también la PA sistémica (Tabla RIIIB) 
observando que dicha presión era normal y que la hipotensión generada por la 
hipoxia aguda era comparable a la observada en los animales controles; como ya 
habíamos visto en un apartado previo en los animales hiperóxicos este efecto 
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hipotensor sistémico de la hipoxia aguda es menor que en los controles y vemos 
ahora que también es menor que en los hiperóxicos suplementados.     
 
Tabla RIII. Efecto de un episodio de hipoxia aguda sobre la presión arterial pulmonar media (A) y 
sistémica media (B) en animales controles, hiperóxicos e hiperóxicos suplementados. 
 
Valores medidos en mmHg. Los datos son medias ± SEM de 12 a 14 datos. *p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001 hipoxia (10% O2) vs. aire (paired-student-t-test); +p<0.05; +++p<0.001 hiperóxico vs. 
controles e hiperóxicos suplementados (one way anova). 
  
5. PROPIEDADES ELECTROFISIOLÓGICAS DE LAS CÉLULAS 
MUSCULARES LISAS AISLADAS DE ARTERIA PULMONAR DE ANIMALES 
CONTROLES E HIPERÓXICOS PERINATALES 
 
 El hallazgo de que la hiperoxia abolía la VPH y de que la suplementación 
con dieta antioxidante la revertía nos llevó a establecer una colaboración con el 
Prof. Pérez-Vizcaíno de la Complutense de Madrid, que es un experto reconocido 
en el estudio de los mecanismos de regulación de la VPH y de la fisiopatología de 
la hipertensión. Para llevar a cabo estos experimentos realizamos las exposiciones a 
hiperoxia en nuestro laboratorio y con los animales ya de ≈90 días viajamos a 
Madrid donde se realizaron los experimentos siguiendo protocolos habituales en 
aquel laboratorio en células disociadas y cultivadas <12 h (Cogolludo et al., 2003; 
Frazziano et al., 2011).  
A. Presión Arterial Pulmonar Media (PAP) 






H. Suplementado  
(n=13) 
Aire  11.4 ± 0.9 12.3 ± 1.2 10.6 ± 1.0 
10% O2 14.5 ± 1.3*** 13.1 ± 1.4* 13.8 ± 1.1*** 
Recovery 11.4 ± 0.9 12.8 ± 1.4 11.0 ± 1.0 
Delta [(aire + R/2)] - 10% O2 3.07 ± 0.59 0.52 ± 0.27+++ 3.00 ± 0.26 
B. Presión Arterial Sistémica Media (PAS) 
PA Sistémica en Aire 126,7 ± 6,3 121,4 ± 6,6 124,2 ± 9,7 
PA sistémica en 10% O2 81,2 ± 5.7** 94,5 ± 7.2*** 74,2 ± 6,0*** 
Δ PA aire – PA 10% O2 45,5 ± 8,1 26,8 ± 2,9+ 49.9 ± 6.2 
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 La Figura R11 muestra el potencial de membrana (Em), la capacitancia (Cm) 
y las relaciones densidad de corriente de K+/Em en el rango de potenciales de 

























































Figura R11. Em, Cm y relación densidad de corriente de K+- Em. Estos parámetros han sido 
obtenidos en células aisladas de segmentos de resistencia de AP (arterias de <400μm de diámetro) de 
animales controles e hiperóxicos perinatales. Los datos son medias ± SEM de 6-8 valores individuales 
obtenidos en el mismo número de células. 
 
 Se observa que todos los parámetros de las células en ambos grupos de 
animales son comparables. El Em en controles fue -37 ± 3 mV y en hiperóxicos de -
35 ± 1 mV (p>0.05). La Cm de la membrana fue de 14.4 ± 0.2 pF en controles y de 
13.1 ± 0.3 pF en hiperóxicos (p<0.05), sugiriendo que las células de estos animales 
son ligeramente más pequeñas o ligeramente más “leaky”. Finalmente las relaciones 
densidad de corriente de K+/Em son superponibles en lo que podemos considerar 
el rango fisiológico del Em, de -50/-40 mV a +20mV. 
 Obviamente, y dado el estado de la literatura (ver Introducción), el aspecto 
más importante a determinar era si las corrientes de K+ sensibles a la hipoxia que 
poseen las células musculares de la arteria pulmonar se mantenían o no en los 
animales hiperóxicos cuya respuesta de VPH estaba pérdida. Como puede verse en 
la Figura R12 las corrientes de K+ de las células de los animales hiperóxicos 
conservan un componente que es sensible a la hipoxia y que representa un 
porcentaje de las IK+ totales comparable al que poseen las células de los animales 





















































































































































Figura R12. En la parte superior se muestran curvas I/V obtenidas en CMLAP de resistencia, a la 
izquierda de animales controles y a la derecha de animales hiperóxicos; en el centro registros tipo de 
corrientes de K+ obtenidos en normoxia e hipoxia a Em de -60 a +60 mV en una célula control. En la 
parte inferior, a la izquierda pueden verse las medias ± SEM (n=3-6) de la inhibición de la corriente 
por hipoxia en células de animales controles e hiperóxicos; a la derecha despolarización media 
producida por la hipoxia en células controles e hiperóxicas (media ± SEM de 3 datos individuales). 
  
 En primer lugar pensamos que carecía de sentido realizar experimentos 
electrofisiológicos en animales hiperóxicos suplementados, ya que si con la 
hiperoxia, aparentemente, no se alteraban las propiedades electrofisiológicas de las 
células no había nada que revertir con la suplementación. En segundo lugar, y con 
carácter más general, nos llevaron a preguntarnos si realmente los canales de K+ 
sensibles a la hipoxia son necesarios para la VPH o, mejor aún, nos permitirían 
afirmar que dichos canales de K+ (cualquiera que sea su identidad molecular; ver 
Introducción) si fueran necesarios no son suficientes para que exista una respuesta 
celular integrada como es la contracción. ¿Qué elemento de la cascada de 
transducción ha sido suprimido por la hiperoxia? (ver Discusión). 
 Dado que las ROS son consideradas elementos trigger o disparadores de la 
VPH (ver Introducción) medimos en tres preparaciones de arterias de resistencia 
denudadas de endotelio de animales controles y otras tres de animales hiperóxicos 






































 Según puede verse en la Figura R13, aun cuando las señales son dispersas, 
los datos sugieren que tampoco hay diferencias en la producción de ROS, por lo 
que habríamos de concluir como en el caso de las corrientes de K+: si la producción 
de ROS es condición necesaria para la VPH, no es condición suficiente. 
 Ante estos hallazgos y en función de las altas exigencias tanto de trabajo 
como económicas de estos experimentos, decidimos posponer este proyecto y 
dirigirnos a lo que constituye el bloque 2 de este trabajo de Tesis Doctoral.  
  
6. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA 
RESPUESTA ADAPTATIVA DEL CC A LA HIPOXIA CRÓNICA  
 
 En esta segunda parte de mi Trabajo de Tesis Doctoral voy a presentar los 
resultados obtenidos en los experimentos realizados con animales expuestos a HC 
(10-11% O2), como modelo para el estudio de los mecanismos moleculares 
implicados en la respuesta adaptativa del CC a la HC, bien por ascenso a grandes 
alturas o por ciertas patologías respiratorias como la EPOC. Nuestra hipótesis es 
que aquellos mecanismos que se encuentren alterados durante la adaptación a la 
HC pueden ser importantes también en la detección y respuesta a la hipoxia aguda.  
 
 
Figura R13. Señales de fluorescencia 
emitidas por tres segmentos de 
resistencia de arterias pulmonares 
controles e hiperóxicas previamente 
cargados con  DHE, un indicador de 
anión superóxido (datos son medias 




6.1 PARÁMETROS VENTILATORIOS MEDIDOS POR PLETISMOGRAFÍA EN 
ANIMAL ENTERO 
 
 En primer lugar hemos comprobado si el patrón respiratorio de las ratas 
expuestas a HC correspondía al esperado, de acuerdo a los datos previos de 
nuestro laboratorio, es decir, si las ratas se habían aclimatado a la hipoxia 
mantenida. Para ello hemos medido los parámetros ventilatorios habituales 
mediante pletismografía de cuerpo entero, empleando 10 ratas controles y 10 ratas 
experimentales expuestas durante 7 días a una atmósfera de 10-11% O2.  
 La Figura R14 muestra los protocolos seguidos y los registros de los 
parámetros medidos tras someter a ambos grupos de ratas a diferentes estímulos 































































































































































































 Como podemos observar se produce un aumento significativo del volumen 
corriente para todos los niveles de hipoxia en las ratas hipóxicas crónicas respecto a 
las controles normóxicas. Por el contrario la frecuencia respiratoria no varía cuando 
se comparan ambas poblaciones, aunque en ambos casos la frecuencia respiratoria 
aumenta durante la aplicación de hipoxias agudas de diferente intensidad e 
hipercapnia. En resumen, hemos constatado que las ratas están aclimatadas tras la 
exposición crónica a hipoxia sostenida en base a las diferencias observadas en la 
Figura R14.  Análisis de los parámetros 
ventilatorios tras la exposición a HC en 
rata. A) Frecuencia respiratoria B) Volumen 
corriente C) Flujo ventilatorio por minuto; 
tras la aplicación de hipoxias sucesivas de 
intensidad creciente e hipercapnia. Los 
datos representan media ± SEM para n=10 
controles (C) y n=10 hipóxicos crónicos 
(HC). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 vs 
Control (two way anova). 
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ventilación total de los animales, debidas fundamentalmente al aumento del 
volumen corriente inspirado sin cambios aparentes en la frecuencia respiratoria.   
    
6.2 PARTICIPACIÓN DE LOS CANALES DE CA2+ EN LA REMODELACIÓN 
SUFRIDA POR EXPOSICIÓN A HIPOXIA CRÓNICA 
 
 Dado el carácter de continuidad de  los experimentos de esta Tesis, en la 
Figura R15 mostramos un resumen de los resultados previos del trabajo de Tesis 
Doctoral de Ana I. de Cáceres (2007).  
























































































Figura R15. A y B. Sensibilización de la respuesta del CC de ratas expuestas a HC a diferentes 
estímulos. C. Modelo de transducción en el CC propuesto para la HC. (Tomado de Cáceres, 2007, 
Tesis Doctoral). 
  
 En primer lugar, aparte de los cambios morfológicos documentados durante 
la aclimatación a hipoxias prolongadas y la inducción de algunas enzimas tales 
como TH, se demuestran alteraciones funcionales llamativas como la 
sensibilización de la respuesta del CC a diferentes intensidades de hipoxia aguda, 
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acidosis hipercápnica y estímulos despolarizantes. Se demuestra inducción de la 
expresión de canales de Na+ (Cáceres et al., 2009) y se ha sugerido remodelación de 
los canales de Ca2+ (Hempleman, 1996; Cáceres et al., 2009). Estos efectos podrían 
ser responsables del aumento de la excitabilidad de las CQ. En conjunto, los 
resultados encontrados en dicho estudio sobre los cambios de la expresión de 
diferentes canales llevaron a proponer un modelo de transducción en el que el 
aumento en la expresión de canales de K+ tipo TASK (1 y 3) y de canales de Na+, 
junto con un remodelado en la expresion de las subunidades α y β del maxi-K+ e 
inducción de HO-1, constituirían parte del mecanismo por el que aumenta la 
sensibilidad de estos quimiorreceptores durante la aclimatación a la HC.  
 En cuanto a los canales de Ca2+, elementos clave en la transducción hipóxica, 
los de tipo L parecen seguir siendo los responsables de la entrada de Ca2+ que 
mantiene más del 90% de la respuesta secretora evocada por la hipoxia aguda en 
CC mantenidos en HC, al igual que sucede en los CC controles (Cáceres, 2007; 
Cáceres et al., 2009). En conjunto los resultados de la Tesis de Cáceres (2007) 
sugieren que en HC no se modifica sustancialmente la homeostasis del Ca2+ en el 
CC de rata en lo que se refiere a Ca2+ dependencia de la secreción, a la dependencia 
de voltaje de la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular y a la participación 
mayoritaria de canales tipo L en la entrada de calcio necesaria para promover la 
respuesta secretora a la hipoxia. Sin embargo es posible que la HC pueda alterar 
sus propiedades electrofisiológicas o sus niveles de expresión o ambos. 
 Aunque no hemos podido realizar medidas electrofisiológicas de los canales 
de Ca2+ en CC de ratas en hipoxia crónica, hemos dedicado un primer grupo de 
experimentos para medir la expresión de canales de Ca2+ tipo L en las CQ de CC de 
ratas en HC.  
 En la Figura R16A completamos un análisis previo realizado mediante RT-
PCR a partir de RNA extraído de CC controles e hipóxicos crónicos, mostrando la 
presencia e inducción de la subunidad α1C de los canales de Ca2+ tipo L (Cav1.2) en 
CC de ratas HC, pero no la de la isoforma α1D (Cav1.3) (Cáceres et al., 2009). La 
Figura R16B muestra las bandas obtenidas por Western Blot con un anticuerpo 
frente a la subunidad α1C. Este análisis de expresión proteica se realizó a partir de 
CC congelados, homogenizados y fraccionados en geles de SDS-poliacrilamida al 
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8% según el protocolo detallado en Material y Métodos. Tras la transferencia 
húmeda y el bloqueo, las membranas se incubaron con un anticuerpo m-anti Cav1.2 
(Santa Cruz Biotechnology, 1:250). Se utilizó como tejido control el ganglio cervical 
superior (GCS) y la β actina como control endógeno de carga (abcam, 1:1000). Las 
bandas visualizadas por quimioluminiscencia corresponden al tamaño esperado: ≈ 
220 KDa para Cav1.2 y 42 KDa para β actina. A pesar de que mediante RT-PCR se 
observa una ligera inducción del canal Cav1.2 en CC en HC dichos cambios no 
parecen correlacionarse con la expresión a nivel de proteína ya que en el Western 
Blot no hay cambios apreciables (Figura R16B, parte inferior). 
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Figura R16. Expresión de canales de Ca2+ tipo L en CQ de CC de ratas normóxicas e hipóxicas 
crónicas. A. RT-PCR de canales de Ca2+ tipo L, Cav1.2 y Cav1.3, en CC de rata normóxica e hipóxica 
crónica, con β actina como gen endógeno. (Tomado de Cáceres et al., 2009). B. Western blot de CC de 
rata normóxica y GCS como tejido control (parte superior) y de CC de rata normóxica frente a CC de 
rata hipóxica crónica (parte inferior). C. Inmunocitoquímica de CQCC de rata normóxicas e HC.  
 
 Finalmente, para verificar la localización de estos canales en las CQ, se 
realizaron experimentos de inmunocitoquímica en los que las imágenes fueron 
obtenidas por fluorescencia con doble marcaje con anticuerpos anti-TH y anti-
Cav1.2, a partir de cultivos de 24 horas tras la disociación de CC de ratas controles e 
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HC. En la Figura R16C se muestran imágenes seleccionadas de 2 campos, el panel 
superior de células procedentes de CC normóxicos y el panel inferior de CC 
hipóxicos crónicos. En verde aparecen marcados los canales Cav1.2 (FITC), en rojo, 
la TH (Alexa-594) y en azul, los núcleos (DAPI). La última imagen de cada panel 
muestra la superposición de los tres. Se observa una localización más ubicua de los 
canales de Ca2+ respecto a la TH (CQ), aunque todas las células TH positivas lo son 
también para los canales Cav1.2. No hemos explorado los canales de tipo N porque 
desde el punto de vista de la secreción hemos visto que no son relevantes.  
   
6.3 PAPEL DEL AMPc EN EL CC DE RATAS HIPÓXICAS  
  
 Aunque no descartamos un posible remodelado de los canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje en el proceso de aclimatación, consideramos que los 
resultados encontrados sobre homeostasis del Ca2+, incluida la expresión de canales 
de Ca2+, no revelaban cambios significativos que explicaran la sensibilización a la 
hipoxia. Los experimentos del grupo de Nurse realizados en CQCC de conejo 
mantenidas en cultivo en hipoxia sugieren que al menos la inducción de canales de 
Na+ observada tras la exposición a HC está mediada por AMPc puesto que tales 
efectos son mimetizados por análogos del AMPc (Stea et al., 1992, 1995).  
 Dado que la hipoxia aguda produce aumento de los niveles de AMPc en el 
CC al mismo tiempo que los agentes que elevan los niveles de AMPc en el CC de 
conejo aumentan específicamente la liberación de CA inducida por hipoxia (Pérez 
García et al., 1990, 1991), hemos analizado la posibilidad de que la respuesta 
secretora aumentada en los CC sometidos a HC estuviera también mediada por 
cambios específicos de AMPc en dichas condiciones y en la activación de sus 






6.3.1 EFECTO DE LA HIPOXIA AGUDA SOBRE LOS NIVELES DE AMPc EN 
CC DE RATAS MANTENIDAS EN HIPOXIA CRÓNICA SOSTENIDA E 
INTERMITENTE 
  
 En primer lugar analizamos los niveles basales de AMPc y su activación por 
hipoxia aguda (7% O2) en CC de ratas expuestas a hipoxia crónica sostenida e 
intermitente, comparándolos con CC de ratas controles normóxicas. 
 Para la realización de estos experimentos se procedió a la extracción de los 
CC y tras un periodo de preincubación de 30 min. en un baño metabólico con 
solución Tyrode-bicarbonato (pH=7.4, gaseo con 95% O2/5% CO2), se renovaron las 
soluciones y se re-incubaron (durante 20 min) gaseando con  7% O2/5% CO2/resto 
N2, en presencia de IBMX 0.5 mM para inhibir las PDE. Para la aplicación del 
estímulo ácido se han utilizado maniobras experimentales tales como eliminar (0 
mM HCO3-) o aumentarlo (96mM) mediante sustitución equiosmolar con NaCl, 
gaseando con mezclas conteniendo 20% CO2. Tras la homogenización de los CC y 
extracción del AMPc se procede a su cuantificación mediante un ensayo en placa 
que se realiza con un kit comercial de Amersham (cAMP Biotrak EIA System).  
 En la Figura R17 se muestran los niveles de AMPc medidos en condiciones 
basales (95% O2) e hipóxicas (7% O2) en CC de ratas expuestas a condiciones 
ambientales normóxicas, hipoxia crónica sostenida (HC) o hipoxia crónica 




























































Figura R17. Efecto de la hipoxia (7% O2) en CC de ratas expuestas a HC e HI frente a animales 
controles. A. Niveles de AMPc en fmol/CC. B. Valores normalizados por peso (pmol/mg tejido). 
Los datos representan media ± SEM para n=16 hembras C, HC e HI. Análisis estadístico mediante 
two way anova (Bonferroni post test). ** p<0,01, *** p<0,001 vs 95% O2; + p<0.05, ++ p<0,01, +++ 




 Como se puede observar en la gráfica R17A, expresada en valores absolutos 
como fmoles totales de AMPc en el CC, la hipoxia aumenta de forma significativa, 
los niveles de AMPc tanto en ratas normóxicas (1414±253 vs 486±53 fmol/CC) 
como en ratas en HI (1802±112 vs 446±20 fmol/CC). En las ratas normóxicas, la 
hipoxia multiplica estos niveles por un factor de 3 con respecto a los valores basales 
y para las ratas en HI por un factor de 4, lo que nos indicaría una sensibilización de 
los CC tras el tratamiento. En los CC tratados con HC los niveles de AMPc basales 
están aumentados de forma significativa por un factor de más del doble y apenas 
aumentan tras la exposición a hipoxia aguda (1526±95 vs 1239±135 fmol/CC). 
Cuando se expresan los valores normalizados por mg de tejido (Figura R17B) las 
diferencias entre grupos se hacen más significativas. Los valores correspondientes a 
los CC expuestos a HC disminuyen cuando se expresa por mg de tejido con 
respecto a los otros dos grupos, debido a la hipertrofia del órgano. 
 Los datos de la Figura R18 obtenidos tras inhibir las AC transmembrana con 
el SQ-22536 y la AC soluble con el KH7 muestran que la acumulación de AMPc en 
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Figura R18. Efecto de los inhibidores de la AC transmembrana (SQ-22536) y soluble (KH7) sobre 
el aumento de AMPc inducido por hipoxia aguda (7% O2) sobre CC de ratas controles. A. Valores 
absolutos de AMPc (fmol/CC). B. Valores normalizados por peso (pmol/mg tejido). Los datos 
representan media ± SEM para n=8 en cada grupo C, HC e HI. Análisis estadístico mediante one way 
anova (Newman keuls post test). ** p<0,01, *** p<0,001 vs 95% O2; ++ p<0,01, +++ p<0,001 vs 7% O2; - 
p<0.05, --- p<0.001 vs 7% O2 + KH7.  
  
 El inhibidor SQ-22536 a la concentración de 100 µM produce una 
disminución del aumento de AMPc evocado por la hipoxia próxima al 90% 
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(12.9±0.7 vs 26.4±2.1 pmol AMPc/mg CC), aproximándolo a los valores basales 
(8.2±0.9 pmol AMPc/mg CC). El inhibidor de la AC soluble KH7 (10 µM) no 
produce ningún efecto significativo, al menos al expresar los resultados en valores 
absolutos (1511±117 vs 1759±196 fmol/CC), ni refuerza el efecto del SQ-22536. Ello 
indicaría que la AC soluble, aunque presente en CQ (Nunes et al., 2009), no 
participa en la transducción hipóxica. No obstante, no podemos descartar su 
participación en la activación del CC por la hipercapnia (Nunes et al., 2013). 
 
6.3.2 EFECTO DEL pH /BICARBONATO SOBRE LOS NIVELES DE AMPC EN 
EL CC DE  RATA  
  
 Para chequear el posible papel de esta AC soluble en el CC como posible 
sensor de pH/HCO3- en la activación del CC por acidosis hipercápnica, hemos 
medido los niveles de AMPc en distintas condiciones de HCO3- y de pH. En la 
Figura R19 mostramos los niveles de AMPc tras la estimulación 
ácida/hipercápnica, variando el pH o la concentración de bicarbonato, para 
analizar las posibles modificaciones en los niveles de AMPc en condiciones sólo de 
acidosis (0 mM bicarbonato, pH=6.8), acidosis hipercápnica (24 mM bicarbonato, 
pH=6.8, gaseo 20% CO2) o hipercapnia isohídrica (96 mM bicarbonato, pH= 7.4, 
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Figura R19. Efecto de la variación en los niveles de bicarbonato y de pH sobre los niveles de 
AMPc en el CC de ratas controles. A. Valores absolutos de AMPc (fmol/CC). B. Valores 
normalizados por peso (pmol/mg tejido). Los datos representan media ± SEM (n=8 ratas).  
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 Como puede observarse no existen variaciones significativas en los niveles 
de AMPc en ninguna de las situaciones estudiadas: ni por acidificación en ausencia 
de bicarbonato (0 mM bicarbonato/sin CO2 pH=6.8), ni por acidosis hipercápnica 
(24 mM bicarbonato/20% CO2 pH=6.8) ni por hipercapnia isohídrica (96 mM 
bicarbonato/20% CO2 pH=7.4). Estos resultados están en consonancia con 
resultados previos en CC de conejo que muestran un aumento muy leve del AMPc 
en condiciones de acidosis hipercápnica (Pérez–García et al., 1990) y sugieren que 
la ACs, si está presente en las CQ, no tiene ningún papel fisiológicamente relevante 
ya que no aumenta los niveles de AMPc en respuesta a la hipercapnia isohídrica ni 
a la acidosis hipercápnica, a pesar de ser un sensor de la concentración de 
bicarbonato. Dada esta falta de respuesta obviamente no hemos probado el efecto 
del inhibidor KH7 como teníamos previsto. 
 
6.3.3 PARTICIPACIÓN DE LA ADENILATO CICLASA EN LA ACTIVACIÓN 
DEL CC POR LA HIPOXIA AGUDA: MEDIDA DE LA RESPUESTA 
SECRETORA 
  
 En los experimentos que siguen hemos utilizado un enfoque experimental 
que ha consistido en medir la respuesta integrada del CC para verificar la 
implicación de la vía de señalización del AMPc en su activación por diferentes 
estímulos, hipoxia, acidosis y despolarización, en primer lugar en situación de 
normoxia y tras una situación de hipoxia mantenida (HC). 
 En la Figura R20 se muestra el prototipo experimental, marcando 
previamente los depósitos de CA con 3H-Tyr y comparando la respuesta secretora, 
medida en periodos de 10 min, en ausencia o presencia de fármacos que potencien 
o inhiban una vía determinada. En concreto, en la Figura R20A se muestra el efecto 
de inhibir la AC sobre el curso temporal de la respuesta a la hipoxia (barras rojas en 
apartado E) en CC de ratas controles mientras que en la Figura R20B se muestra la 
respuesta en CC de ratas hipóxicas crónicas.  
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Figura R20. Efecto del SQ-22536 sobre la respuesta de las CQ a la hipoxia (7% O2) y a alto K+ (35 
mM) en CC controles e HC. A.  Efecto del inhibidor de la ACtm sobre la liberación de CA inducida 
por la hipoxia en CC de ratas normóxicas. B. Efecto del inhibidor de la ACtm sobre la liberación de 
CA inducida por la hipoxia en CC de ratas HC. C. Efecto del inhibidor de la ACtm sobre la liberación 
de CA inducida por alto K+e (35 mM) en CC de ratas normóxicas y D, en CC de ratas HC. E. 
Liberación evocada, expresada como % contenido del CC, en ausencia y presencia del inhibidor (SQ-
22536) en condiciones basales y de estimulación hipóxica. (** p<0.01 vs control). F. Liberación 
evocada, expresada como % contenido del CC, en ausencia y presencia del inhibidor de la ACtm 
(SQ-22536) tras la aplicación de un estímulo despolarizante (35 mM K+). Los valores son medias de 
12 CC ± SEM. 
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 El SQ-22536 a 100 µM produce una disminución de la secreción de 3H-CA 
sin alterar su curso temporal, tanto en CC controles como en hipóxicos crónicos. La 
magnitud de la inhibición se aprecia mejor comparando los cocientes de la 
liberación evocada, expresada en % del contenido, en los dos ciclos de estimulación 
(S2/S1) para CC controles e HC, tal y como se muestra en la Figura R20E. 
 Como puede observarse, el inhibidor de la AC no afecta a la secreción basal 
en ninguna de las dos situaciones experimentales utilizadas, pero inhibe la 
respuesta secretora frente a la hipoxia en aproximadamente un  60% (0.31±0.05 vs 
0.84±0.10; ** p<0.01) en CC de ratas controles manteniendo el mismo porcentaje de 
inhibición en CC de ratas HC (0.38±0.15 vs 1.05±0.17; ** p<0.01), aun cuando los 
niveles basales y estimulados son muy diferentes en ambas situaciones como 
puede apreciarse en la Fig. R20A y R20B. Por el contrario no afecta a la liberación 
inducida por el estímulo despolarizante de alto K+e (Figuras R20C, D y F) 
revelando un efecto específico de la AC-AMPc en la respuesta del CC a la hipoxia. 
 
6.3.4 PARTICIPACIÓN DE LA PROTEÍNA QUINASA A (PKA) EN LA 
ACTIVACIÓN DEL CC POR LA HIPOXIA AGUDA: MEDIDA DE LA 
RESPUESTA SECRETORA 
 
 Una vez demostrada la participación de la AC/AMPc en la cascada de 
transducción hipóxica en el CC, quisimos demostrar si este aumento del AMPc 
promovido por la hipoxia activaba a su vez la vía de la PKA u otros efectores 
alternativos, tal como habíamos descrito en CC de conejo (Rocher et al., 2009). 
 En la Figura R21A se muestra el efecto del inhibidor de PKA más utilizado, 
el H89, a dos concentraciones diferentes: 1 y 10 µM sobre la respuesta secretora al 
7% O2. Al analizar la liberación evocada (Figura R21B), se observa que mientras 
H89 a concentración de 1 µM no afecta a la liberación de 3H-CA, la aplicación de 
una dosis de 10 µM, usada habitualmente (Thompson y Wyatt, 2011), produce una 
potenciación muy significativa del estímulo hipóxico.   
 En la Figura R21C y R21D se muestra de forma análoga un curso temporal 
de la liberación de 3H-CA en CC de ratas expuestas a HC utilizando H89 a 1 o 10 
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µM en el segundo ciclo de estimulación hipóxica. Ambas dosis de H89 producen el 
mismo comportamiento que en CC normóxicos: la dosis baja no afecta 
significativamente a la respuesta a la hipoxia y el efecto de la dosis alta parece 
sospechosamente tóxico. Esto nos llevó a pensar en posibles efectos inespecíficos de 
esta droga ya descritos; en concreto, se sabe que inhibe al menos otras 8 quinasas y 
además posee un gran número de efectos independientes de la PKA (Murray, 2008; 
Lochner y Moolman, 2006; Di Benedetto et al., 2013).  
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Figura R21. Efecto del H89 (1 y 10 µM) sobre la respuesta de las CQ a la hipoxia (7% O2) en CC 
controles e HC. A. Curso temporal del efecto del inhibidor de la PKA sobre la liberación de 3H-CA 
inducida por la hipoxia en CC controles (de ratas normóxicas). B. Efecto sobre la liberación evocada 
en CC controles. C. Efecto del inhibidor de PKA en CC de ratas en HC. D. Efecto sobre la liberación 
evocada en CC de ratas en HC. (** p<0.01; *** p<0.001 vs 7% O2). Los valores son medias de 12 CC ± 
SEM (one way anova, Newman Keuls post test).  
 
 Debido a estos resultados, probamos el efecto de inhibidores alternativos de 
la PKA, así como el de un activador de la misma. Entre ellos, hemos seleccionado el 
KT-5720, inhibidor de la subunidad α de la PKA, y el Rp-cAMPs, análogo del 
AMPc, que inhibe de forma competitiva la activación de la quinasa. Por último, 
como activador hemos utilizado el 6-Bnz-cAMP capaz de potenciar la señalización 
mediada por PKA en otras preparaciones (Braun et al., 1998). En la Figura R22 se 
observa que ni el KT-5720 (0,95±0,083 vs 0,74±0,02) ni el Rp-cAMPs (0,69±0,07 vs 
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0,74±0,02) modifican la respuesta a la hipoxia de forma significativa en CC de ratas 
en HC. En la misma gráfica se muestra la falta de efecto del activador específico de 
la PKA, el 6 Bnz-AMPc (0,66±0,16 vs 0,74±0,02). Estos resultados, en conjunto, 
apuntan hacia la exclusión de la vía de la PKA como vía implicada en la cascada de 
transducción del estímulo hipóxico y ratifican la idea de que el H89 a 10 μM 
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   En la Figura R23 se recogen los resultados obtenidos con el inhibidor H89 
sobre la estimulación con alto K+ (35 mM) en CC de ratas normóxicas e HC. Como 
en el caso de la hipoxia, la dosis alta de H89 (10 µM) produce un aumento en la 
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 Este aumento de la secreción no parece ligado a la inhibición de la PKA ya 
que la inhibición de la síntesis de AMPc que conduciría a la inhibición de la PKA 
Figura R22. Implicación de la vía 
AMPc-PKA en la respuesta a la 
hipoxia (7% O2) en CC de ratas 
hipóxicas crónicas. Efecto de  los 
inhibidores KT-5720 (2 µM) y Rp-
cAMPs (0.1 mM) y del agonista 
selectivo 6 Bnz-AMPc (200 µM). Los 
valores son medias de 12 CC ± SEM. 
Figura R23. Estudio de la vía AMPc-
PKA en la respuesta a alto K+e (35 mM) 
en CC de ratas normóxicas e HC. 
Efecto del  inhibidor de PKA: H89 a las 
dos dosis utilizadas (1 y 10 µM). Los 
valores son medias de 12 CC ± SEM. 
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no afecta a la liberación inducida por K+ (Figura R20). En resumen, los efectos de 
los inhibidores de PKA en CC o no tienen efecto o cuando los hay, son 
inespecíficos. 
 
6.3.5 PARTICIPACIÓN DE LA PROTEÍNA EPAC EN LA ACTIVACIÓN DEL 
CC POR LA HIPOXIA AGUDA 
 
 Los hallazgos indicando que el AMPc potencia la respuesta secretora  
promovida por la hipoxia de manera independiente de la vía clásica de 
señalización mediada por PKA nos llevaron a estudiar la vía alternativa de 
señalización por AMPc a través de proteínas Epac. Desde la década del 2000 se 
conocía la regulación de procesos exocitóticos por esta proteína, de forma 
independiente de la PKA (Kang et al., 2003; Kashima et al., 2001; Sudhof, 2004), y 
además, estudios previos de nuestro laboratorio en CC de conejo, la implicaban en 
la vía de señalización hipóxica (Rocher et al., 2009).  
 Para comprobar esta hipótesis, en primer lugar procedimos a medir el efecto 
del único inhibidor de Epac descrito hasta ese momento, la brefeldina A (BFA), 
sobre la respuesta a la hipoxia en CC de ratas normóxicas e hipóxicas. En la Figura 
R24A se muestra el curso temporal del efecto de la BFA en CC de ratas normóxicas  
y en R24C el cociente S2 (presencia)/S1 (ausencia) tanto en normoxia como en HC 
para el estímulo hipóxico (7% O2). En CC de ratas normóxicas, la BFA inhibe 
aproximadamente un 30% la liberación de CA (0.53±0.07 vs 0.84±0.10); y en CC de 
ratas en HC los resultados son similares (0,58±0,08 vs 1,05±0,17). Por el contrario, la 
BFA no afecta la respuesta del CC al alto K+e (datos no mostrados) sugiriendo que 
la vía del Epac se activa de forma específica por hipoxia. 
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Figura R24. Participación de la vía AMPc-Epac sobre la respuesta secretora a la hipoxia (7% O2) en 
CC de ratas normóxicas e HC. A. Efecto del inhibidor BFA (100 µM) sobre la respuesta al 7% O2. B. 
Efecto de la aplicación simultánea del 8-pCPT-2´-O-Me-cAMP (0.1 mM) + SQ-22536 (100 µM). C. 
Resumen S2/S1 como liberación evocada con el inhibidor de Epac, BFA y el activador 8-pCPT-2´-O-
Me-cAMP junto con la inhibición de AC. (** p<0.01; *** p<0.001 vs 7% O2). Los valores son medias de 
6-8 CC ± SEM. 
 
 En un grupo nuevo de animales normóxicos e hipóxicos, chequeamos el 
efecto de un activador selectivo de Epac, el 8-pCPT-2′-O-Me-cAMP (ESCA), sobre 
la respuesta al 7% O2, no encontrando ningún efecto significativo sobre dicha 
respuesta (datos no mostrados). La ausencia de efecto del activador de Epac no nos 
sorprendió ya que conocíamos que a este nivel de estimulación hipóxica el 
aumento de AMPc endógeno es máximo, al menos en CC de conejo (Pérez-García 
et al., 1990) y, por tanto, la activación endógena de la vía del Epac debería ser 
también máxima o casi máxima. Por ello, en otro nuevo grupo experimental 
comparamos el efecto del activador de Epac sobre CC tratados con el inhibidor de 
la AC (SQ-22536) frente al efecto del inhibidor solo (Fig. R24B). Dichos 
experimentos demostraron que el activador de Epac es capaz de revertir  el efecto 
de la inhibición de la AC (0.63±0.05 vs 0.25±0.03; *** p<0.001), lo que demuestra la 
presencia y funcionalidad de esta vía en el CC tanto de ratas normóxicas como 
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hipóxicas, y su participación en la señalización del estímulo hipóxico, confirmado 
por su sensibilidad a BFA. 
 
6.4 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE EPAC MEDIANTE WESTERN BLOT 
  
 El análisis de expresión proteica mediante Western Blot se realizó a partir de 
CC congelados, homogenizados y fraccionados en geles de SDS-poliacrilamida al 
10%. La carga de los pocillos se realizó utilizando entre 4-6 CC por calle. El GCS se 
utilizó como tejido control no quimiorreceptor. Una vez realizada la transferencia 
húmeda y el bloqueo, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos 
primarios monoclonales anti-Epac 1 y anti-Epac 2 (dilución 1:100; Cell Signalling) y 
anti-β actina (dilución 1:5000 Abcam). Se utilizó la expresión de β actina como 
control endógeno de carga.  
β actina
Epac 2 100 KDa
42 KDa
PM
Epac 1 100 KDa
β actina 42 KDa
PM



















 En la Figura R25 se visualizan bandas del PM esperado: ≈100 KDa para 
Epac 1 y Epac 2 y 42 KDa para β actina. Los experimentos fueron reproducidos 10-
12 veces probando diferentes anticuerpos, monoclonales y policlonales, para ambas 
Figura R25. A. Western blot 
representativo de Epac 1 y 
Epac 2 en CC y GCS de ratas 
controles e HC. B. Análisis 
semicuantitativo de los 
cambios de expresión en CC 
de ratas en  HC, expresados 
como Epac/βactina de la 






isoformas de Epac. La optimización de las condiciones fue costosa debido al 
pequeño tamaño de la muestra de partida (50 µg/CC) y a la baja abundancia de 
estas proteínas en el CC. 
 Epac 1 aparece como la isoforma más abundante en el CC, pero dado que 
cada isoforma se detecta con un anticuerpo diferente, en principio no sería un dato 
concluyente. Epac 2 aparece como una banda desdoblada, más difícilmente 
perceptible en el inmunoblot. Para analizar los posibles cambios de expresión de 
Epac tras el tratamiento hipóxico y dado el diferente tamaño de los CC normóxicos 
e hipóxicos, los valores obtenidos se han normalizado por la carga de proteínas, 
utilizando la densidad óptica de las bandas de β actina y calculando el cociente 
Epac/β-actina, como se muestra en la Figura R25B.  
 No se observan cambios significativos en la expresión de Epac 1 (0,34±0,04 
en HC vs 0,32±0,04 en controles). Respecto a Epac 2, sólo la banda inferior muestra 
un aumento de expresión del 40% tras el tratamiento con HC (0,21±0,02 en HC vs  
0,15±0,02 en C; * p<0.05).  
 Estos datos son coherentes con el hecho de que Epac 1, a nivel de RNAm, 
está más ampliamente distribuido que Epac 2, más restringido a los tejidos 
neurales. Nuestros datos apuntan hacia una expresión predominante de Epac 1 de 
forma constitutiva y de Epac 2 inducible por hipoxia. El desdoblamiento de Epac 2 
podría deberse a la presencia de dos isoformas generadas por splicing alternativo 
como se ha descrito recientemente: Epac 2A y Epac 2B (Niimura et al., 2009). 
Aunque no está claro si este patrón de expresión dinámica tiene alguna 
importancia funcional, al menos sugiere distintos papeles para Epac 1 y Epac 2 en 
el CC. 
 
6.5 LOCALIZACIÓN DE EPAC MEDIANTE INMUNOCITOQUÍMICA 
  
 Tras demostrar la expresión de las proteínas Epac 1 y Epac 2 en el CC de 
rata, comprobamos si éstas se expresaban en las CQ. Para ello estudiamos su 
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Figura R26. Co-Localización de Epac 1 y Epac 2 con TH mediante inmunofluorescencia en células 
disociadas de CC de ratas controles e hipóxicas crónicas. A. Muestra la expresión de Epac 1 (verde) 
y TH (rojo) en células de CC control y HC. B. Muestra la expresión de Epac 2 y TH en una 
preparación similar. En la última imagen de cada panel aparecen superpuestas las imágenes 
anteriores (Merge). La incubación sin anticuerpo primario (blanco) no dio señal (datos no 
mostrados).  
  
 En la Figura R26 se muestran las imágenes obtenidas mediante microscopia 
confocal de fluorescencia en células disociadas de CC controles e HC con 
anticuerpos anti-TH y anti-Epac 1 y anti-Epac 2. Se utilizaron los mismos 
anticuerpos monoclonales que en los Western blots, anti Epac 1 (1:50)  y anti Epac 2 
(1:50) y con un anticuerpo policlonal anti-TH (1:1000). Los anticuerpos secundarios 
anti-IgG (1:1000) estaban conjugados con Alexa 594 (rojo) y FITC (verde), a los que 
se incluyó DAPI (1:8000) para marcar los núcleos. Como puede observarse en los 
diferentes paneles, hay colocalización de Epac 1 y Epac 2 con TH, lo que indica su 
presencia en las CQ de CC de rata, así como una clara localización citoplasmática 
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tanto en las CQ de CC normóxicos como de HC. Otras células negativas para TH, 
es decir no quimiorreceptoras, expresan también Epac 1 y Epac 2. 
 
 6.6 EFECTO DE INHIBIDORES ESPECÍFICOS DE EPAC 1 Y EPAC 2  
SOBRE LA RESPUESTA DEL CC A LA HIPOXIA 
  
 En Octubre del 2012, cuando ya habíamos realizado los experimentos de 
inhibición con la BFA, aparecieron en el mercado nuevos inhibidores específicos de 
Epac 1 y Epac 2, a partir del trabajo de síntesis realizado por un laboratorio de Tejas 
(Chen et al., 2012). Rápidamente, probamos el efecto de dichos inhibidores sobre la 
actividad del CC de ratas normóxicas con el propósito, primero, de ratificar los 
resultados con BFA y segundo, comprobar si podíamos distinguir si los efectos 
eran mediados por una u otra isoforma, para después ampliar el estudio a nuestro 
modelo experimental de CC de ratas en HC. 
 En la Tabla RIV se muestran estos nuevos inhibidores de las proteínas Epac, 
así como su especificidad con respecto a una u otra isoforma. 
 Tabla RIV. INHIBIDORES DE PROTEÍNAS EPAC 
Inhibidor Especificidad 
ESI-05  
4- Metilfenil- 2, 4, 6- trimetilfenilsulfona 
 
Inhibidor selectivo de Epac 2 
HJC0197 
4- Ciclopentil- 2- (2, 5- dimetilbencilsulfanil)- 6- oxo- 
1, 6- dihidropirimidina- 5- carbonitrilo  
 
Inhibidor de Epac 1 y Epac 2 
ESI-09 
3- [5- (tert.- Butil)isoxazol- 3- il]- 2- [2- (3- 
clorofenil)hidrazono]- 3- oxopropanonitrilo  
 
Inhibidor de Epac 1 y Epac 2 
 
 En primer lugar probamos los dos inhibidores de Epac que inhibían tanto a 
Epac 1 como a Epac 2, ESI-09 y HJC0197, sobre la liberación de CA evocada por 7% 
O2. En la Figura R27 observamos que con ambos inhibidores, a las dosis 
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recomendadas por los farmacólogos fabricantes, se produce un marcado efecto 
sobre la liberación basal independientemente de la aplicación del estímulo, 
sugiriendo un efecto tóxico sobre el CC. Por tanto consideramos dichas  sustancias 
inadecuadas para nuestra preparación. 
ESI-09 HJC0197
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Figura R27. Efecto del inhibidor ESI-09 (10 µM) y HJC0197 (10 µM) sobre la liberación de 3H-CA 
en respuesta al 7% O2 en CC de ratas normóxicas. A y B. Cursos temporales de liberación de CA con 
aplicación en el segundo estímulo de cada uno de los inhibidores. C y D Liberación evocada de 3H-
CA expresada como cociente S2/S1. Los valores son medias de 12 CC ± SEM. (*** p<0.001 vs 7% O2). 
  
 Respecto al tercer inhibidor, ESI-05, específico de Epac 2, en la Figura R28 se 
muestra su efecto a 10 µM (A) y 20 µM (B) sobre la liberación de 3H-CA evocada 
por 7% O2, y en la parte C, la liberación evocada de 3H-CA expresada como 
cociente S2/S1 para las dos concentraciones utilizadas. Como puede observarse, la 
aplicación de 10 µM de ESI-05 no produjo ningún efecto significativo, por lo que en 
otro grupo experimental utilizamos una dosis de 20 µM, obteniendo resultados 
similares. De estos resultados concluimos que o bien Epac 2 no participa en la 
señalización de la cascada de transducción del estímulo hipóxico, o bien la droga 
no es adecuada para nuestra preparación. 
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Figura R28. Efecto del inhibidor de Epac 2,  ESI-05 (10 y 20 µM), sobre la liberación de 3H-CA en 
respuesta a 7% O2 en CC de ratas controles. A. Curso temporal de liberación con una dosis de 10 
μM, durante 30 min, en S2. B. Curso temporal de liberación con una dosis de 20 μM, durante 30 min, 
en S2. C. Resumen de la liberación evocada de 3H-CA expresada como cociente S2/S1. Los valores 
son medias de 12 CC ± SEM. 
 
 En conclusión, puesto que el inhibidor específico de Epac 2 no produce 
ningún efecto y los inhibidores de Epac 1 muestran un posible efecto tóxico sobre el 
CC, afectando a la liberación basal, estos nuevos inhibidores sintéticos en principio 
muy prometedores, no nos han permitido establecer la participación de una o 
ambas isoformas de Epac en la vía de señalización activada por la hipoxia en el CC 







6.7 EFECTO DE INHIBIDORES ESPECÍFICOS DE AC Y DE EPAC SOBRE LA 
RESPUESTA DEL CC A LA ACIDOSIS HIPERCÁPNICA EN NORMOXIA E 
HIPOXIA  CRÓNICA 
 
 Los primeros resultados obtenidos en nuestro laboratorio respecto al estudio 
de los efectos de la hipoxia crónica sostenida en el CC de rata (Cáceres, 2007, Tesis 
Doctoral) revelaron que no sólo se producía sensibilización de la respuesta a la 
hipoxia aguda, sino que también ocurría, y en mayor grado incluso, en la respuesta 
a la acidosis hipercápnica, tanto a nivel del CC in vitro como a nivel de ventilación 
en el animal entero. Aunque los resultados previos de nuestro grupo mostraron 
que el estímulo ácido modificaba poco (Pérez García et al., 1990) o nada (Figura 
R19 de esta Tesis) los niveles de AMPc, el grupo de Nurse había sugerido que el 
aumento de AMPc en HC podía ser responsable de muchos de los efectos 
observados en el CC mantenido en HC (Stea et al., 1992, 1995). Por ello, quisimos 
probar si la vía del AMPc/Epac pudiera participar en la señalización del estímulo 
ácido y por tanto en la sensibilización a la acidosis observada tras el tratamiento de 
hipoxia sostenida.  
 En la Figura R29A se muestra el efecto de la inhibición de la ACtm con SQ-
22536 sobre el curso temporal de liberación de 3H-CA para un estímulo del 20% 
CO2 (pH 6.6) en CC de ratas mantenidas en HC. Aunque el SQ-22536 no afecta a la 
secreción basal (5% CO2), inhibe de forma significativa en más de un 50% (0.31±0.57 
vs 0.73±0.20 % contenido CC; ** p<0.01) la secreción inducida por la acidosis 
hipercápnica (20% CO2). En la Fig. R29B se demuestra además la reversión de 
dicho efecto inhibitorio mediante el activador de Epac, el 8 pCPT-2´-O-Me-cAMP 
(ESCA 100 µM). Hay que señalar que dichos efectos sólo se observan en CC de 
ratas mantenidas en HC ya que ni el SQ-22536 ni el ESCA tienen efecto sobre CC de 
ratas controles. El resumen de dichos resultados se muestra en la Fig. R29C en 
forma de cocientes de la liberación evocada en presencia o ausencia de dichas 
drogas.  
 Estos datos en su conjunto nos llevan a concluir que la vía AMPc-Epac no 
participa en la transducción del estímulo ácido hipercápnico en el CC de ratas 
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normóxicas, pero parece estar fuertemente implicada en la señalización del 
estímulo ácido en los CC adaptados a la hipoxia crónica mantenida. 
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Figura R29. Efecto del SQ-22536 y del 8-pCPT-2´-O-Me-cAMP sobre la respuesta de CC en HC a la 
acidosis hipercápnica (20% CO2 pH 6.6). A. Curso temporal y efecto del inhibidor de la ACtm (SQ-
22536) sobre la liberación de 3H-CA inducida por acidosis. B. Efecto del 8-pCPT-2´-O-Me-cAMP 
sobre la inhibición por SQ-22536 en la respuesta a la acidosis. C. Resumen del efecto del SQ- 22536 
sobre cocientes de liberación evocada de 3H-CA en condiciones basales y en acidosis hipercápnica (** 
p<0.01 vs control).Los valores son medias de 12 CC ± SEM. 
  
 Como ya hemos señalado en la Introducción, recientemente se ha descrito la 
presencia de una forma de AC soluble en el CC de rata. Puesto que se sabe que 
dicha AC actúa en muchos tipos celulares como sensor de HCO3- nos propusimos 
probar el efecto de un inhibidor específico de esta ACs, el  KH7, sobre la respuesta 
inducida por la acidosis hipercápnica (20% CO2, pH 6.6), de forma aislada y de 
forma conjunta con el inhibidor de la AC de membrana (SQ-22536). Como se 
observa en la Fig. R30A y R30B, el KH7 aplicado a la dosis habitual encontrada en 
la bibliografía (10 µM; Kumar et al., 2009), o de manera conjunta con el SQ-22536, 
produce un aumento de secreción del 250% de forma independiente del estímulo. 
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Datos muy similares se obtuvieron con un estímulo hipóxico, como se muestra en 
la Fig. R30C, en CC de ratas hipóxicas crónicas pero también en CC normóxicos 
(datos no mostrados), llevándonos a la conclusión de que el KH7 actúa de forma 
inespecífica sobre las CQCC con efectos independientes de la ACs (Bitterman et al., 
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Figura R30. Efecto del inhibidor de la ACs (KH7) sobre la respuesta secretora del CC frente a la 
acidosis hipercápnica (20% CO2) en CC de ratas en HC. A. Curso temporal del efecto del KH7 solo 
(línea rosa) o junto con SQ 22536 (línea azul). B. Resumen del efecto de KH7 y KH7 + SQ-22536, 
sobre la respuesta del CC a la acidosis hipercápnica y a la hipoxia (C) expresada como cociente de 
liberación evocada S2/S1. Los valores son medias de 12 CC ± SEM. (*p<0.05; **p<0.01 vs control). 
 
 Recientemente se ha descrito que esta droga posee un efecto desacoplante en 
la mitocondria que no está relacionado con sus acciones sobre la ACs (Di Benedetto 
et al., 2013). Esto cuestiona su utilidad para caracterizar la participación de la ACs 
en la cascada de transducción ácida/hipercápnica en nuestra preparación. No 
podemos concluir si la ACs descrita en las CQCC (Nunes et al., 2013) contribuye o 
no a la señalización del estímulo ácido, actuando como posible sensor del HCO3- en 
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dicha preparación. Tampoco podemos descartar ni afirmar que la ACs esté 
implicada en la señalización de la hipoxia aguda, aunque los resultados que hemos 
obtenidos sobre la acumulación de AMPc en CQCC nos llevan a descartar su 
participación (Figura R18). 
 Seguidamente hemos analizado la posible participación de la PKA en la 
respuesta del CC evocada por el estímulo ácido, al ser una posible diana del 
aumento de AMPc. Como puede observarse en el curso temporal mostrado en la 
Figura R31A, la aplicación de 1µM de H89 no produce ningún efecto en la 
actividad del CC mientras que la aplicación de 10µM de H89 potencia la respuesta 
secretora basal e inducida por el estímulo ácido, de forma similar a como ocurre 
con la respuesta a la hipoxia (ver Figura R21). En primer lugar, nos llamó la 
atención este efecto del H89 sobre la activación del CC. Dado que en miocitos de la 
vena porta de conejo se ha descrito que la actividad de la PKA constitutiva tiene 
efecto inhibitorio en la actividad SOCC manteniendo dichos canales cerrados y la 
estimulación de los receptores β-adrenérgicos inhibe la actividad SOCC a través de 
PKA, quisimos chequear si el efecto del H89 podía deberse a la desinhibición de la 
entrada capacitativa de Ca2+ tal y como se ha descrito en otras preparaciones (Liu et 
al., 2005), o a través de VOCC. Utilizamos conjuntamente el H89 con un inhibidor 
de la entrada capacitativa de Ca2+ (2-aminoeoxidifenil borato, 2-APB) y un 
inhibidor de los VOCC (nifedipina). Como puede observarse en la Gráfica 31, la 
aplicación de estas drogas junto con el H89 (10 µM) no revierte ni parcial ni 
totalmente el efecto del H89, lo que nos llevó a descartar esta hipótesis. Finalmente, 
en la Fig. 31C, se muestran los efectos del activador de PKA (6Bnz-cAMP), del 
inhibidor de Epac (BFA) y del activador de Epac (8pCPT-2´-O- Me-cAMP) junto 
con SQ-22536 sobre la respuesta inducida por acidosis hipercápnica, expresado 
como cociente S2/S1. Estos datos que solo son reproducibles en CC de ratas 
expuestas a HC y no en CC normóxicos, son similares a los obtenidos cuando el 
estímulo aplicado es hipoxia, excepto por la ausencia de efecto de la BFA. En 
conjunto ponen de manifiesto, que durante la exposición a HC, en los CC de rata 
aumenta la producción basal de AMPc y la vía de señalización de este segundo 
mensajero parece cobrar mayor importancia. No se llegaron a probar los 
inhibidores de nueva síntesis por sus efectos tóxicos sobre la secreción basal. 
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Figura R31. Efecto de la inhibición de la PKA y del Epac sobre la respuesta de las CQCC al 
estímulo ácido/hipercápnico (20% CO2 pH 6.6). A. Efecto del inhibidor de la PKA (H89 1 y 10 μM) 
aplicado por separado o junto con Nifedipina (bloqueante de canales de Ca2+ tipo L) y 2-APB 
(inhibidor de la entrada capacitativa de Ca2+). B. Resumen del efecto de H89 expresado como 
cociente S2/S1 junto con Nifedipina y 2-APB sobre la respuesta del CC de ratas en HC a la acidosis 
hipercápnica (12 CC ± SEM ** p<0.01 vs control). C. Efecto del activador de PKA, 6Bnz-cAMP, del 
inhibidor de Epac, BFA, y del activador de Epac + SQ-22536 sobre la respuesta secretora inducida 
por el estímulo ácido hipercápnico en CC HC. * p<0.05 vs 20% CO2 pH 6.6; 12 CC ± SEM. 
 
6.8 ESTUDIO DE LA POTENCIACIÓN DE LA RESPUESTA DEL CC A LA 
HIPOXIA Y ACIDOSIS HIPERCÁPNICA EN EL CC 
 
 Desde hace tiempo se conoce que en la génesis de la actividad 
quimiorreceptora medida tanto a nivel del NSC o de la ventilación, existe una 
149 
 
interacción positiva entre el estímulo hipóxico e hipercápnico de tal forma que la 
respuesta a ambos estímulos combinados es aditiva o más que aditiva en un amplio 
rango de niveles de estimulación hipóxica, produciendo las hipoxias más severas 
respuestas máximas independientemente de la intensidad de la estimulación ácida 
(Fitzgerald y Parks, 1971; Lahiri y Delaney, 1975; Fitzgerald, 1976; Pepper et al., 
1995). Se cree que esta interacción sucede a nivel de las CQ ya que en las células 
PC12 de feocromocitoma (Taylor et al., 1999) y en las de médula adrenal neonatal 
(Rico et al., 2005), la estimulación ácida e hipóxica actúan sinérgicamente 
promoviendo la secreción de CA; en CQ aisladas la hipoxia y el estímulo ácido son 
también sinérgicos promoviendo aumentos de los niveles de Ca2+ intracelular 
(Dasso et al., 2000). Sin embargo, no se conoce si dicha interacción ocurre también a 
nivel de secreción de NT o en etapas más tempranas de la cascada de transducción. 
Por esta razón hemos explorado con técnicas electrofisiológicas y neuroquímicas la 
relación entre ambos estímulos a nivel de la respuesta eléctrica (Em) y secretora en 
las CQ. Las medidas electrofisiológicas se han realizado en colaboración con la Dra. 
Almaraz del Instituto de Neurociencias de Alicante. 
 La Figura R32A muestra el curso temporal de la liberación de CA  
promovida por los estímulos individuales en 3 grupos de CC en una primera 
aplicación del estímulo (7% O2 en dos grupos y 20% CO2/20% O2 en el tercero); 
durante el segundo estímulo, dos de los tres grupos recibió de nuevo estímulos por 
separado, pero al tercer grupo se le aplicó simultáneamente un estímulo 
ácido/hipercápnico e hipóxico (línea discontinua verde), observándose que la 
respuesta es más que aditiva. La cuantificación precisa de la interacción se muestra 
en la Figura R32D donde se observa una liberación de 0.7% del contenido de CA 
para el estímulo ácido, 3.2% para el estímulo hipóxico y 5.8% para ambos estímulos 
combinados. La Figura R32B muestra los cambios en el Em de una CQ en cultivo, 
durante la exposición al estímulo ácido (20% CO2, pH 6.6), hipoxia (PO2 25 mm de 
Hg) o los dos combinados. La Figura R32C muestra los cambios medios del Em 
(∆Em) a partir de 6-8 células expuestas a los citados estímulos. Como puede 
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Figura R32. Sinergismo entre acidosis e hipoxia a nivel de las CQCC. A. Curso temporal de la 
liberación de 3H-CA de 3 grupos de CC: primer grupo estimulado 2 veces con hipoxia (7% O2; línea 
negra, PO2=46 mm Hg), el segundo estimulado dos veces con acidosis hipercápnica (20% CO2 pH 
6.6; línea azul); el tercero estimulado inicialmente con hipoxia, y con hipoxia + hipercapnia (línea 
discontinua verde) durante el segundo estímulo. B. Registro del ΔEm de una CQ cultivada tras su 
exposición a soluciones ácidas hipercápnicas (20% CO2 pH 6.6), hipóxicas (hipoxia, PO2= 25-30 
mmHg) e hipóxicas/ácidas (Hyp + pH 6.6). C. Medias ± SEM de los cambios observados en el Em de 
6-8 células expuestas a los estímulos indicados. D. Liberación evocada expresada como % del 
contenido de 3H-CA en el CC antes de la aplicación de los estímulos descritos en A (Media ± SEM, 
n=12; * p<0.01). 
   
6.9 PARTICIPACIÓN DE AMPC Y EPAC EN LA POTENCIACIÓN DE LA 
RESPUESTA DEL CC A LA HIPOXIA Y ACIDOSIS HIPERCÁPNICA 
 
 A lo largo de este Trabajo de Tesis Doctoral hemos demostrado la 
implicación de la vía del AMPc/Epac en varios mecanismos de señalización tanto 
en CC normóxicos como hipóxicos crónicos. En este punto nos hemos propuesto 
probar la hipótesis de que la vía de señalización mediada por AMPc-Epac podría 
participar también en la respuesta sinérgica de las CQ al estímulo ácido e hipóxico 
combinado. La Figura R33A muestra que la interacción positiva entre la hipoxia 
(7% O2) y la acidosis hipercápnica (20% CO2, pH 6.6) está, en efecto, mediada por 
AMPc ya que la inhibición de la AC elimina totalmente la potenciación de la 
liberación de CA cuando el SQ-22536 se  aplica 10 min. antes y durante el segundo 
periodo de estimulación. La Figura R33B muestra el resumen de los experimentos 
expresado como cociente de la liberación evocada en el segundo respecto al primer 
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estímulo; la tercera columna muestra la reversión del efecto potenciador en 
presencia del inhibidor de AC. La cuarta columna incluye el efecto del activador de 
Epac, 8-pCPT-2´-O-Me-cAMP, sobre los niveles de AMPc inhibidos.  
A B
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Figura R33. Implicación de AMPc/Epac en la potenciación de la respuesta secretora a la 
hipoxia/acidosis hipercápnica. A. Curso temporal de la liberación de 3H-CA inducida por dos 
estímulos consecutivos en tres grupos de CC: hipoxia (7% O2) en ambos estímulos (línea continua; 
n=6), hipoxia + hipercapnia (7% O2 + 20% CO2, pH 6.6; línea punteada verde), e hipoxia + acidosis 
hipercápnica en presencia de SQ-22536 (línea discontinua roja) durante el segundo estímulo. B. 
Resumen del efecto del SQ-22536 sobre el efecto sinérgico de ambos estímulos combinados y su 
reversión por 8-pCPT-2´-O-Me-cAMP, expresado como cociente S2/S1 de la liberación evocada de 
3H-CA (n=8; **p<0.01).    
 
 En conjunto, todos estos datos nos llevan a concluir que hay una interacción 
positiva entre la hipoxia y el estímulo ácido/hipercápnico a nivel de la 
despolarización de la membrana y a nivel de la respuesta secretora en las CQ. Esta 
























































 Aunque este trabajo tiene dos partes bien diferenciadas ambas guardan 
relación con la cascada de señalización implicada en la respuesta celular a la 
hipoxia. La primera constituye un estudio detallado de los efectos de la hiperoxia 
perinatal sobre la función de dos tipos de células con sensibilidad a la hipoxia 
fisiológica: las CMLAP y las CQCC. El objetivo principal fue estudiar la respuesta 
vasoconstrictora desencadenada por las CMLAP en el estado adulto de estos 
animales tras la exposición hipóxica aguda, así como analizar el estado redox 
general de los mismos y el efecto de una dieta suplementada con antioxidantes 
sobre dichas respuestas. Por otro lado también se estudiaron los efectos de la 
suplementación sobre la funcionalidad de las CQCC y su control sobre la 
ventilación. La segunda parte de este trabajo es un estudio de los efectos de la 
exposición a hipoxia crónica centrándonos en la funcionalidad de las CQCC y 
analizando la participación del AMPc en los cambios funcionales observados, 
caracterizando las vías de sus principales dianas: PKA y Epac, así como su 
participación en la respuesta secretora del CC desencadenada por hipoxia y 
acidosis hipercápnica. Por último también se analizó la implicación de la vía de 
señalización del AMPc-Epac en la potenciación de la respuesta del CC ante la 
exposición simultánea a hipoxia y a acidosis hipercápnica. Se demuestra la 
participación de las proteínas Epac en la cascada de transducción hipóxica, 
hipercápnica/ácida y en la de ambos estímulos aplicados simultáneamente. 
 En la Discusión que sigue analizaremos las distintas observaciones 
experimentales que hemos hecho y sus posibles mecanismos y significado, para 
concluir con algunas consideraciones concretas relacionadas con ambos modelos 
experimentales. 
1. EFECTOS DE LA HIPEROXIA PERINATAL 
Una de las primeras observaciones de este estudio ratifica y amplia los datos 
previos de Prieto Lloret (2005, Tesis Doctoral). Nuestros resultados muestran que la 
hiperoxia perinatal no altera ni la frecuencia respiratoria, ni el volumen corriente 
en la ventilación basal ni en la respuesta ventilatoria a test de hipoxia o hipercapnia 
en el animal adulto. Estos resultados están en consonancia con los estudios de 
Dauger y cols. (2003) y Wenninger y cols. (2006). Sin embargo, otros autores han 
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encontrado diferencias, como Ling y cols. (1998) que describieron una disminución 
marcada en la respuesta a la hipoxia a los 4 meses de edad, recuperando dicha 
respuesta a los 14 meses de edad de los animales hiperóxicos perinatales. Por el 
contrario otros laboratorios (Fuller et al., 2002; Bavis et al., 2013) sostienen que esta 
pérdida de la respuesta a la hipoxia es permanente y que no se recupera. Nuestros 
datos en conjunto avalan resultados previos y muestran que a pesar de que las 
funciones de los CC en los animales hiperóxicos estén disminuidas (capacidad 
disminuida para sintetizar y liberar CA durante la hipoxia) la redundancia de la 
actividad quimiorreceptora que alcanza el tronco cerebral (ver Prieto-Lloret et al., 
2004 para una discusión más amplia) es capaz de mantener la ventilación basal e 
hipóxica (Figura R2). Adicionalmente, la capacidad normal de los animales para 
responder a la hipercapnia (una respuesta mediada aproximadamente en un  60-
70% por los quimiorreceptores centrales; ver González et al., 1994) podría indicar 
que los mecanismos centrales que controlan la respiración no están afectados por la 
exposición hiperóxica. 
 
 Respecto a la respuesta del CC de las ratas expuestas a hiperoxia perinatal, 
la liberación de 3H-CA en respuesta a la hipoxia (Figura R3) observada  fue 
esencialmente superponible a la observada por Prieto Lloret: en los CC de animales 
hiperóxicos hay una fuerte disminución de la liberación evocada por la hipoxia sin 
afectación de la respuesta evocada por alto K+. Esto indicaría que el daño molecular 
producido por la hiperoxia en las CQCC ha de localizarse en una etapa previa a la 
despolarización y a la entrada de Ca2+. En la tesis de Prieto Lloret, se ha mostrado,  
y nuestros datos corroboran, que los CC de los animales hiperóxicos contienen 
altas concentración de CA endógenas y se caracterizan por una baja síntesis de 3H-
CA y escasa liberación frente a estímulos hipóxicos, implicando una utilización 
lenta de las CA por las CQ. Prieto-Lloret y cols. (2004) y Kim y cols. (2013), han 
interpretado estos hallazgos como que sólo sobrevive un porcentaje pequeño de 
CQ (atrofia de los CC) respondiendo las que lo hacen de forma inadecuada 
(respuesta secretora y cinética del aumento de Ca2+ producido por la hipoxia 
anómalas). Dado que las respuestas a alto K+e son normales, el daño molecular 
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producido por la hiperoxia ocurriría en una etapa de la cascada de transducción 
previa a la despolarización celular. 
 
 Datos previos de nuestro grupo estudiando el efecto de la hipoxia aguda 
sobre la presión pulmonar registrada en una preparación de pulmón aislado in situ 
(Prieto Lloret, Tesis Doctoral, 2005) indicaban que la hiperoxia perinatal produce 
una pérdida permanente y casi total (81%) de la VPH. Los experimentos realizados 
en este trabajo en animal anestesiado intacto (Figura R4) verifican los datos de 
Prieto Lloret y muestran que el ΔPAP inducido por la hipoxia en los animales 
hiperóxicos (Tabla R1) representa una disminución de la respuesta hipóxica del 
86% con respecto a los animales controles.  
 Según resumimos en la Introducción la hipoxia hipóxica de baja intensidad 
aumenta la contractilidad cardiaca, pero a hipoxias más intensas se produce un 
efecto inotrópico negativo, con vasodilatación a todos los niveles, excepto a nivel 
pulmonar donde aparece vasoconstricción. La suma de todos los mecanismos 
conduce a taquicardia, aumento del gasto cardiaco y vasodilatación periférica. Con 
hipoxia sostenida, el aumento del reflejo quimiorreceptor (aclimatación) disminuye 
la taquicardia y normaliza el gasto cardiaco frente al consumo total de O2. Por 
tanto, la interpretación de nuestros hallazgos en animal anestesiado requiere la 
consideración de los efectos sistémicos de la hipoxia. Dado que la hipoxia produce 
vasodilatación e hipotensión sistémicas y que la VPH registrada en animal intacto 
se ve atenuada, ¿podrían  ser atribuibles estas diferencias encontradas en la VPH 
entre animales controles e hiperóxicos perinatales a efectos sistémicos, es decir a 
una vasodilatación sistémica exagerada que redujera el gasto cardiaco de forma 
exagerada? Para poder excluir o no esta posibilidad, medimos de forma simultánea 
la PA sistémica y la VPH tanto en animales controles como hiperóxicos perinatales. 
Los datos que se muestran en la Tabla RI ratifican el efecto hipotensor sistémico de 
la hipoxia, pero excluyen que exista una hipotensión sistémica exagerada en los 
animales sometidos a hiperoxia perinatal, que sea la responsable de las diferencias 
con respecto al grupo control, ya que los valores obtenidos son del mismo rango en 
ambos grupos de animales. De hecho, la hipotensión sistémica en el grupo 
hiperóxico es menor, descartando como hemos dicho que sea la responsable de la 
156 
 
casi total pérdida de la VPH. En su conjunto, pues, los registros de la VPH y de la 
PA sistémica ratifican el efecto obtenido en la preparación aislada in situ e indican 
que la exposición perinatal a una atmósfera hiperóxica produce la pérdida 
permanente de la capacidad de las AP para responder a la hipoxia. Finalmente 
queremos señalar que los datos obtenidos en nuestro estudio indican que el modelo 
experimental es reproducible, al menos en lo que hace referencia a la funcionalidad 
del CC y de los vasos pulmonares.   
 Tradicionalmente la hiperoxia se relaciona con daño oxidativo mediante un 
aumento de los niveles de ROS, en particular O2.- (Halliwell y Gutteridge, 2007). 
Aunque algunos autores midiendo proteínas carboniladas en plasma no han 
encontrado diferencias significativas en los animales sometidos a hiperoxia y la 
suplementación dietética con vitamina E o el mimético de superóxido dismutasa 
manganeso III, (MnTMPyP), no revierte las alteraciones inducidas por la hiperoxia 
en el CC (Bavis et al., 2008), nosotros decidimos comprobar alguno de estos 
aspectos midiendo los niveles de GSH y GSSG. Schafer y Buettner (2001), han 
señalado que el estado redox del par GSSG/2GSH es un indicador importante del 
ambiente redox celular, ya que su concentración es muy alta en comparación con la 
de los demás pares redox. Estos autores también indican que los cambios en el 
potencial redox calculados a través de la ecuación de Nernst, así como la capacidad 
reductora (concentración de la especie reducida del par, GSH) son factores 
principales en la determinación del estado biológico de la célula (apoptosis, 
diferenciación…). Nuestros resultados sobre el potencial redox mostrados en la 
Figura R5 demuestran que el EGSH está disminuido de forma significativa en 
pulmón e hígado siendo normal en cerebro. A 90 días, sin embargo, los animales 
tenían valores normales de GSH, GSSG y EGSH. Estos datos indican que hay estrés 
oxidativo durante la primera semana de vida en estos animales sometidos a 
hiperoxia perinatal, en pulmón e hígado, mostrando el cerebro un comportamiento 
específico y una aparente protección especial frente al daño hiperóxico. 
Posteriormente, al alcanzar el animal el estado adulto, deben de existir mecanismos 
compensatorios que hacen que dicho estado oxidativo desaparezca. 
 La expresión de la GPx es potencialmente regulable por los niveles de ROS 
(ver Halliwell y Gutteridge, 2007; Quintero et al., 2013), pero tal y como se observa 
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en la Figura R6, la exposición perinatal a hiperoxia no modifica los niveles de 
actividad de la enzima en ninguna de los tejidos estudiados. Parece, por tanto, que 
la expresión de GPx no se induce en situación de hiperoxia, tal y como ocurre en 
otras situaciones de daño oxidativo (ver Quintero et al., 2013 para referencias). 
Puesto que existen múltiples vías interconectadas para detoxificar y eliminar las 
ROS dentro de la célula (Sen, 1998; Moini et al., 2002; Rochette et al., 2013), 
podemos sugerir la implicación de varias de ellas por otros mecanismos que no 
alteren la expresión enzimática de la GPx. 
 
 La existencia de un estado de estrés oxidativo en los animales hiperóxicos a 
los 7 días de edad, nos llevó a realizar un nuevo grupo de experimentos con 
animales sometidos al mismo tratamiento hiperóxico pero suplementados con dieta 
antioxidante (ácido lipoico y vitamina E) durante el tiempo que duraba la 
exposición hiperóxica. Aunque la medida de α-tocoferol en plasma mostró que la 
hiperoxia no alteraba dichos niveles y que la dieta antioxidante tampoco lo hacía, 
los datos mostrados en la Figura R8, nos indican que la suplementación fue eficaz a 
la hora de corregir la disminución del EGSH en pulmón e hígado a los 7 días, sin 
modificar sustancialmente los niveles totales de glutatión. El cerebro, como ya 
hemos comentado, posee un comportamiento específico y la suplementación 
produjo un cambio oxidativo permanente tanto a los 7 como a los 90 días. Cabría 
preguntarse porqué este órgano posee un comportamiento especial. Tal y como 
algunos grupos han señalado (Stvolinsky et al., 1999; Rajanikant et al., 2007), podría 
deberse a una mayor concentración de carnosina, que es un dipéptido endógeno 
que se expresa de forma mayoritaria en cerebro y corazón y posee un 
comportamiento neuroprotector frente al daño isquémico-oxidativo típicamente 
producido por un aumento de las ROS en el proceso hipoxia-reoxigenación.  
  
 Una vez encontrados los efectos favorables de la aplicación de una dieta 
antioxidante en los animales sometidos a hiperoxia perinatal sobre el EGSH en 
pulmón e hígado en etapas iniciales de la vida de los animales, estudiamos si este 
tratamiento era capaz de corregir o restituir de algún modo las alteraciones 
funcionales producidas por la hiperoxia en la circulación pulmonar (VPH) y en el 
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CC. El análisis de las respuestas ventilatorias (Tabla RII) mostró que salvo una 
pequeña excepción para la hipoxia del 12% de O2, la suplementación no modificaba 
de forma significativa los parámetros ventilatorios obtenidos en los animales 
hiperóxicos suplementados con respecto a los otros grupos experimentales. A su 
vez, la pérdida de respuesta del CC a estímulos hipóxicos, pero no a los estímulos 
despolarizantes inespecíficos (Figura R10A) no se recuperaba tras la 
suplementación con antioxidantes. Este hecho junto con la normalidad de la 
respuesta ventilatoria (Tabla RII), nos lleva a concluir que la ventilación en 
normoxia y en hipoxia se mantienen merced a la redundancia de la información 
que desde el CC llega al tronco del encéfalo.  
 
 Otra observación realizada hace referencia al papel del AMPc en el CC de 
animales controles, en los que aumenta por un factor de ≈3 al aplicar un estímulo 
hipóxico del 7% O2 (ver también Pérez-García et al., 1990). En animales hiperóxicos 
se pierde esta respuesta y la dieta antioxidante no revierte el efecto de la hiperoxia 
perinatal (Figura R10). Estos hallazgos implican que tanto la regulación aguda de 
la función de las CQCC como la regulación a largo plazo de la expresión génica 
mediada por AMPc (vía CREB; Lim et al., 2000) se habrían perdido en los animales 
hiperóxicos. Dado que el AMPc aumenta la liberación de catecolaminas del CC en 
respuesta a la hipoxia sin afectar a la liberación inducida por la aplicación de alto 
K+e (Pérez-García et al., 1991), y dado que la hiperoxia disminuye la liberación 
inducida por la hipoxia sin afectar la liberación inducida por alto K+e, pensamos 
que ambas observaciones están causalmente relacionadas: la incapacidad de las CQ 
para liberar CA en respuesta a la hipoxia en animales hiperóxicos podría deberse a 
su imposibilidad para generar AMPc. En este mimo sentido apuntan dato 
recientemente obtenidos en nuestro laboratorio en el CC de cobaya: la hipoxia no 
induce respuesta secretora en el CC de cobaya ni tampoco aumenta los niveles de 
AMPc frente a estímulos hipóxicos. En términos operativos y como propuesta de 
futuros experimentos consideramos que de las múltiples adenilato ciclasas de 
membrana, puede existir una isoforma que sea regulada por hipoxia de forma 
aguda cuya expresión o función estaría reprimida por la hiperoxia y quizás en CC 
de especies animales insensibles a la hipoxia.  
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 El estudio de la VPH en los animales hiperóxicos con dieta suplementada 
(Tabla RIIIA), nos llevó a uno de los descubrimientos más novedosos e 
importantes del presente trabajo: aunque la hiperoxia perinatal provoca una 
pérdida permanente de la VPH, asociada con un estado oxidativo temprano en el 
pulmón, la dieta rica en antioxidantes durante la exposición a hiperoxia revierte 
ambos parámetros, el estado redox y la VPH. La recuperación de la VPH fue 
independiente de los efectos sistémicos de la hipoxia aguda (Tabla RIIIB).  
    
 En conjunto, nuestros datos sugieren que la exposición hiperóxica abole la 
expresión de algunos elementos de la cascada de transducción hipóxica  
indispensables para que se desarrolle la VPH. Como en el caso de las CQCC 
(Prieto-Lloret et al., 2004; Kim et al., 2013), los datos de las Figuras R3 a R10 (con la 
excepción de R7, esquema) indican que el elemento no expresado en las CMLAP 
de los animales hiperóxicos está upstream de la despolarización y de la entrada de 
Ca2+ a través de canales de Ca2+ operados por voltaje. Los estudios previos de 
Prieto Lloret utilizando 4-AP (un agente despolarizante que inhibe las corrientes 
Kv, conduciendo a la despolarización celular y a la activación de los canales de 
Ca2+ operados por voltaje, entrada de Ca2+ y activación de la contracción; 
Olschewski et al., 2002; Cogolludo et al., 2005) mostraban que esta droga generaba 
un incremento en la PAP que era casi idéntico en las ratas controles e hiperóxicas. 
Si los canales de Ca2+ operados por voltaje y la maquinaria contráctil funcionan con 
normalidad, cabría preguntarse si las corrientes de K+ sensibles a la hipoxia que 
poseen las CMLAP se mantenían o no en los animales hiperóxicos cuya respuesta 
de VPH estaba abolida. Para contestar dicha pregunta se realizaron medidas 
electrofisiológicas en CMLAP aisladas de estos animales. Como muestran las 
Figuras R11 y R12 no se observan cambios en ninguno de los parámetros medidos 
(Em, Cm y relación densidad de corriente de K+- Em) señalando también que los 
componentes de las corrientes de K+ sensibles a O2 son comparables en CMLAP 
controles y en CMLAP de animales hiperóxicos (Figura R12). A su vez, los 
experimentos sobre la producción de O2.- en arterias de resistencia denudadas de 
endotelio de animales controles e hiperóxicos utilizando DHE (Figura R13), 
muestran que tampoco hay diferencias en la producción de ROS. Estos hechos nos 
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llevarían a la conclusión de que si las corrientes de K+ y la producción de ROS son 
condiciones necesarias no son condiciones suficientes para disparar la VPH.  
 
 Todos los resultados concernientes a esta parte nos llevan a preguntarnos 
cuál es el elemento dañado tras el tratamiento hiperóxico perinatal y la respuesta a 
la que llegamos es que por el momento no se conoce. Sin embargo, podemos hacer 
algunas consideraciones basadas en la literatura actual que nos permiten 
aproximarnos a los mecanismos implicados. Como ya se ha mencionado, una 
primera consideración es que la presencia de corrientes de K+ sensibles a O2 pueda 
ser un elemento necesario pero no suficiente para generar de un modo completo la 
VPH. Sylvester et al. (2012) tratarían esto de diferente manera: puesto que los 
canales Kv están diseñados para oponerse a la despolarización causada por otros 
canales, la inhibición hipóxica de IK+ puede permitir, más que provocar, que tenga 
lugar la despolarización hipóxica.  Por otra parte, Plathosyn et al. (2006) han 
mostrado que Kv1.5, que se expresa en células de músculo liso de AP y 
mesentéricas, está inhibido por la hipoxia sólo en las CMLAP, llevándoles a la 
conclusión de que las propiedades como sensor de O2 no residen en la entidad 
molecular del canal, sino que podría ser una propiedad específica del medio 
celular, o en otras palabras, podría depender de un sensor de O2 expresado 
específicamente en las CMLAP, tal y como parece ser el caso en las CQCC (ver 
González et al., 2009). Aparte de las similitudes (corrientes de K+ sensibles a 
hipoxia, respuestas calcio dependientes, bajo umbral hipóxico,...), la maquinaria de 
transducción hipóxica en las CQCC y en las CMLAP es diferente en otros aspectos. 
Por ejemplo, mientras que los depósitos intracelulares de Ca2+ no participan en la 
génesis de las respuestas en las CQCC frente al estímulo hipóxico (Buckler y 
Vaughan-Jones, 1994 a; Vicario et al., 2000 b), la rianodina (una droga capaz de 
vaciar los depósitos intracelulares de Ca2+ al unirse a los receptores de IP3) inhibe 
los aumentos en la [Ca2+]i inducidos por la hipoxia así como la contracción en 
arterias aisladas y respuestas presoras en pulmones aislados, aunque no siempre 
de una forma completa (ver Sylvester et al., 2012). El vaciado de los depósitos con 
cafeína aumenta aun más la inhibición de la tensión desencadenada por la hipoxia 
(alrededor de un 80%), en varias especies, llevando a la conclusión de que la 
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hipoxia libera el Ca2+i de los depósitos sensibles a rianodina por un mecanismo 
intrínseco a la musculatura lisa de los vasos pulmonares sin la necesidad de un 
flujo de entrada de Ca2+ (Dipp et al., 2001; Dipp y Evans, 2001). Curiosamente, la 
señal de Ca2+i desencadenada por la hipoxia en soluciones carentes de Ca2+ consiste 
en un pico de Ca2+ transitorio con pérdida de la respuesta mayor y otro de tipo 
estacionario y la abolición de la VPH o su reducción a una pequeña contracción 
transitoria (Dipp et al., 2001; Wang et al., 2005). Por otro lado, la expresión 
preferente en las arterias de resistencia del complejo implicado en la entrada de 
Ca2+ operada por depósitos (STIM1 y ORAI-1), y el hecho de que la supresión de su 
expresión con siRNA reduzca la respuesta intracelular de Ca2+ en las CMLAP a una 
pequeña corriente transitoria similar a la observada en ausencia de Ca2+ (Lu et al., 
2009; Ng et al., 2010) ha llevado a proponer un papel crucial para el(los) canal(es) 
Ca2+ operados por depósitos en el aumento de Ca2+ intracelular de tipo sostenido y 
en la VPH (ver Sylvester et al., 2012). Por lo tanto, la pregunta se mantiene ¿qué es 
lo que daña la exposición hiperóxica para que se produzca la casi total eliminación 
de la VPH? El debate actual nos conduce a vislumbrar dos alternativas diferentes 
(Figura D1).  
 
Sensor de O2 Señal de acoplamiento
Canales de K+ sensibles a O2 y canales
de Ca2+ operados por voltaje
Maquinaría de entrada de Ca2+ operada
por depositos (STIM1 y ORAI)
Sensor de O2 A Señal de acoplamiento
Canales de K+ sensibles a O2 y canales
de Ca2+ operados por voltaje
Sensor de O2 B Señal de acoplamiento
Maquinaría de entrada de Ca2+ operada




Figura D1. Esquema propuesto del proceso de transducción hipóxico en las CMLAP que 




 1) Existe en las CMLAP una única señal que emana del sensor de O2 y que 
se manifiesta de una forma divergente hacia los canales de K+ sensibles a O2 y hacia 
la maquinaria de liberación de los depósitos de Ca2+. 2) Hay dos vías 
independientes de señalización: dos sensores de O2 con vías paralelas, una hacia los 
canales de K+ sensibles a O2 y los canales de Ca2+ operados por voltaje que parecen 
no estar afectados por la exposición hiperóxica, y la otra vía de señalización hacia la 
maquinaria de liberación del Ca2+ de los depósitos.  
 Sea como fueren las cosas parece evidente que el sensor de O2, o las vías de 
acoplamiento o entrada de Ca2+ operada por voltaje, son elementos potencialmente 
alterados. Es importante esta consideración porque la expresión de STIM1 y ORAI  
(u otras isoformas) es medible y puede constituir un objetivo directo de futuras 
investigaciones. En cualquier caso parece que hay un silenciamiento epigenético 
inducido por el estrés oxidativo provocado por la hiperoxia (ej. Nanduri et al., 
2012; Patterson et al., 2012; Hayes y Knaus, 2013), y lo más importante es que  
cualquiera que sea la identidad del gen silenciado, el silenciamiento es revertido 
por el tratamiento antioxidante (Figura R8 y Tabla RIII) lo que ayudaría a 
identificar el factor perdido o dañado.  
 Desde un punto de vista clínico, nuestros datos apuntan hacia la 
recomendación de asociar la terapia con O2 en neonatos con una administración 
juiciosa de antioxidantes. Adicionalmente, recomendaríamos que cuando se haga 
frente a enfermedades pulmonares o cirugía torácica (ver Introducción), la historia 
médica debe ser meticulosa en cuanto a lo que se refiere a una posible 
administración previa de O2 en el periodo perinatal.     
  
2. EFECTOS DE LA HIPOXIA CRÓNICA 
 
 La segunda parte de esta Tesis Doctoral muestra los efectos de la hipoxia 
crónica en la funcionalidad de las CQCC, centrándonos principalmente en la 
participación de la vía AC-AMPc-Epac y su posible implicación en la respuesta 
adaptativa del CC a la HC o a aclimatación a grandes alturas.  
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 Los periodos prolongados de hipoxia inducen múltiples respuestas celulares 
(Bunn y Poyton, 1996) como consecuencia de una disponibilidad reducida de O2. 
Respuestas comparables se producen en enfermedades que cursan con hipoxia 
prolongada: EPOC, insuficiencia cardiaca congestiva o la apnea del sueño como  
patología asociada a la HI. La exposición a HC provoca la hipertrofia de los CC de 
ratas con un aumento del 80% de su peso y un incremento de su tamaño y de su 
vascularización. También se produce un aumento proporcional de β actina y una 
inducción de la enzima TH de 3 veces (Cáceres, 2007, Tesis Doctoral).  
 La hipoxia, mediante la interacción con el sensor de O2 y a través de la 
cascada de transducción sobre distintos efectores induce genes, factores de 
transcripción, canales iónicos, transportadores y enzimas, dando lugar a una 
remodelación adaptativa encaminada a restaurar el funcionamiento normal del 
organismo en situaciones de baja disponibilidad de O2. En la Figura D2 se muestra 
un esquema del proceso de aclimatación en el ser humano tras la exposición a 
hipoxias prolongadas, señalando con una línea discontinua la ventilación basal a 
nivel del mar. También se muestran las situaciones asociadas con la HC, así como 
los distintos factores que contribuyen al remodelado. 
 Los cambios morfológicos del CC parecen traducirse en modificaciones en la 
actividad del CC. La exposición a HC (Fig. R14) muestra que las ratas sometidas a 
hipoxias del 10-11% O2 durante 7 días hiperventilan más que las controles cuando 
se les aplican hipoxias agudas de distinta intensidad e hipercapnia. Este aumento 
de la ventilación se debe a un incremento en el volumen corriente respecto a los 
animales controles, sin variaciones en la frecuencia respiratoria. Como la 
hiperventilación producida por la hipoxia está mediada exclusivamente por los 
quimiorreceptores arteriales (el CC mayoritariamente), podemos deducir que se 
produce una hiperfuncionalidad y sensibilización en los CC de las ratas sometidas 
a HC. Estos datos verifican estudios previos y corroboran que el protocolo 
experimental que hemos aplicado para el estudio de la aclimatación de las ratas a la 






Fig D2. Aclimatación y adaptación de la respuesta hipóxica tras la exposición a HC en humanos y 
animales de experimentación. Se muestra un aumento de la ventilación como respuesta a una 
reducción en la PO2. En humanos nacidos a nivel del mar (línea punteada) y que ascienden a grandes 
alturas, la aclimatación permanece durante toda la vida. En animales de experimentación, la 
aclimatación tiene una duración variable y no siempre está bien establecida, pasando a continuación 
a una etapa de adaptación o hipofuncionalidad del reflejo quimiorreceptor con un retorno hacia 
valores basales. En la figura también se describen las situaciones de HC así como los efectos más 
significativos del remodelado del CC por la HC. 
 
  
La hipertrofia observada en los CC de animales expuestos a HC se debe en 
parte al gran aumento de la vascularización en esta situación (Laidler y Kay, 1975; 
Clarke et al., 2000) con tamaños 3-4 veces superiores vs a los de las ratas 
normóxicas y una coloración rojiza mucho más intensa, estando mediado el efecto 
por un aumento de expresión durante la hipoxia del factor de crecimiento del 
endotelio vascular (VEGF) (Chen et al., 1998), que a su vez se encuentra regulado 
por el factor inducible por hipoxia HIF-1α (Forsythe et al., 1996). En condiciones de 
normoxia HIF-1α es hidroxilado por las enzimas prolil hidroxilasas en los residuos 
de prolina 402/564, lo que conduce a su interacción con la proteína de von Hippel-
Lindau (pVHL), promoviendo su ubiquitinación y posterior degradación en el 
proteasoma de HIF-1 (Figura D3). Hay que señalar en este proceso, que realmente 
la proteína sensora de O2 no es el factor HIF-1 por sí mismo sino la familia de 
enzimas prolil hidroxilasas que hidroxilan como hemos visto HIF-1 α  en 
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condiciones de normoxia y favorecen su degradación. En ausencia de O2, HIF-1 α 
se acumula rápidamente y dimeriza con HIF-1 β para poder ser vehiculizado al 
núcleo y actuar como factor de transcripción, unirse al DNA y facilitar el 
reclutamiento de cofactores (p300/CBP). La translocación del heterocomplejo HIF-1 
al núcleo y su unión a regiones específicas de la región  promotora conocidas como 
elementos de respuesta a la hipoxia (HRE) conduce a la activación de familias 
específicas de genes que tienden a restaurar la situación perniciosa provocada por 
la hipoxia. Entre ellos se encuentra el gen de la EPO (Bunn y Poyton, 1996; 
Semenza, 2000) que provoca la eritropoyesis típica de los individuos sometidos a 
HC y el VEGF (Forsythe et al., 1996).  
 
Figura D3. Degradación del Factor inducible por hipoxia (HIF)-1α en condiciones normóxicas  
frente a su estabilización con la hipoxia. En la parte superior se muestra lo que sucedería en 
normoxia: las enzimas prolil hidroxilasas (PHD) en presencia de O2 hidroxilan HIF-1α, que de esta 
forma puede unirse a la proteína de von Hippel Lindau (pVHL). Esta asociación promueve la 
poliubiquitinación de HIF-1α y posibilita su posterior degradación en el proteasoma 26-S. En la parte 
inferior se describe lo que sucedería en una situación hipóxica: la falta de oxígeno previene la 
hidroxilación de HIF-1α por las PHD, conduciendo a su estabilización. HIF-1α en estas condiciones 
puede migrar al núcleo y asociarse con HIF-1β y el cofactor p300/CBP. El complejo-HIF-1 se une a la 
región promotora de genes que contengan elementos de respuesta a la hipoxia (HRE) induciendo su 
transcripción, estos genes poseen secuencias centrales 5′-ACGTG-3′ en su región promotora. 
(Tomado de Balligand et al., 2009).  
 
En el CC, uno de los genes que sufre sobreexpresión mediada por HIF es el 
de la TH implicada en la síntesis de CA (Norris y Millhorn, 1995), lo que junto con 
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el hecho de que la hipoxia aumenta la estabilidad del RNAm de TH (Czyzyk-
Krzeska et al., 1992) hace que ésta pueda ser utilizada como marcador en la HC. 
HIF regula además la expresión de otros genes implicados en el control vasomotor 
como la NO sintasa (NOS) (Palmer et al., 1998) o la hemooxigenasa 1 (HO-1) (Lee et 
al., 1997) y numerosos genes que participan en el metabolismo de la glucosa. 
 
 Además de los cambios morfológicos durante la aclimatación a hipoxias 
prolongadas, también tienen lugar alteraciones neuroquímicas y funcionales. Las 
células tipo I del CC se vuelven más excitables, aumentando la sensibilidad del 
órgano a test de hipoxia aguda. Los resultados encontrados sobre la expresión de 
diferentes canales en el trabajo de Cáceres (Tesis Doctoral, 2007), llevaron a nuestro 
grupo a proponer un modelo de transducción en el que el aumento en la expresión 
de canales de K+ tipo TASK y de Na+, junto con un remodelado en la expresión de 
las subunidades α y β del maxi-k e inducción de HO-1 constituyen parte del 
mecanismo por el que aumenta la sensibilidad del CC durante la aclimatación a la 
HC.    
 
 Aunque no se saben los mecanismos por los que ocurren estos procesos de 
sensibilización a la HC, los experimentos previos del grupo de Nurse (Jackson y 
Nurse, 1995; Stea et al., 1992, 1995) en CQCC de conejo en cultivo (Stea et al., 1992, 
1995) muestran que la HC induce canales de Na+ (aumento de la densidad de las 
corrientes hasta 6 veces por encima de los valores encontrados en normoxia) siendo 
el efecto reproducido por análogos permeables de AMPc (dibutiril AMPc y N6,O2'-
dibutiriladenosina 3',5'-cíclica) y por FSK. Estos autores proponen que la inducción 
de canales observada así como el aumento de excitabilidad eléctrica y la 
movilización de Ca2+ en las células tipo I están mediados por AMPc, hecho que ha 
justificado el punto de partida de esta segunda parte de la Tesis donde se han 
analizado las implicaciones de la vía AMPc-PKA-Epac en la cascada de 




Posteriormente se han visto también remodelaciones en los canales de Ca2+ 
(Hempleman, 1996). Puesto que los canales de Ca2+ son elementos clave en la 
cascada de transducción hipóxica (Obeso et al., 1992; González et al., 2003), hemos 
verificado si existian modificaciones en dichos canales tras la hipoxia crónica. 
Trabajos previos del grupo (Rocher et al., 2005) muestran la participación de 
canales de Ca2+ voltaje dependientes en CQ de CC de conejo de los tipos L y P/Q. 
Posteriormente en experimentos realizados en CC tras la exposición a HC se 
comprobó que en tal situación no se modifica la Ca2+ dependencia de la secreción, 
la dependencia de voltaje de la entrada de Ca2+ a la célula y la participacion 
exclusiva de canales tipo L en la respuesta a la hipoxia (Cáceres et al., 2009). 
Además, los datos de RT-PCR mostraron la presencia e inducción de la subunidad 
α1C de los canales de Ca2+ tipo L (Cav1.2) en CC de ratas hipóxicas crónicas, pero 
no la de la isoforma α1D (Cav1.3) (Cáceres et al., 2009). En el presente trabajo 
hemos comprobado mediante Western Blot tales resultados. Las bandas obtenidas 
mediante esta técnica se corresponden con el tamaño molecular esperado para la 
proteína (220 KDa para Cav1.2) y la inmunocitoquímica demuestra colocalización 
de los canales con la TH, pero no se observan diferencias apreciables en los CC de 
los animales en HC con respecto a los controles. El aumento de expresión a nivel de 
mensajero y no a nivel de proteína indica desde luego que la hipoxia crónica 
produce cambios en la cinética de transcripción-transducción-degradación cuyo 
significado último se nos escapa pero que no justifican por si mismos el aumento 
de excitabilidad del CC. 
  
 Como ya hemos mencionado reiteradamente, los hallazgos del grupo de 
Nurse (Stea et al., 1992), in vitro, indicaban que la HC induce canales de Na+ y que 
el AMPc mimetiza los efectos de la hipoxia. El hecho de que se produzca un 
aumento de los niveles de AMPc cuando los CC se someten a hipoxia, junto con el 
hecho de que los agentes que elevan los niveles de AMPc en el CC de conejo 
aumentan específicamente la liberación de CA inducida por hipoxia (Pérez García 
et al., 1990, 1991), nos ha llevado a analizar la posibilidad de que la respuesta 
secretora potenciada en los CC sometidos a HC estuviera también mediada por 
cambios específicos del AMPc en dichas condiciones y en la activación de sus 
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principales efectores, la PKA y el Epac. En la Figura R17 se resumen los efectos de 
la hipoxia aguda sobre los niveles de AMPc en las ratas normóxicas, en ratas 
expuestas a HI y en HC. Se observa una potenciación del efecto en el caso de las 
ratas HI, sugiriendo que el AMPc puede mediar la sensibilización que la HI 
produce (González Martín et al., 2011). Mientras que para el grupo en HC, los 
niveles basales de AMPc están ya aumentados y la aplicación a mayores de la 
hipoxia aguda no produce aumentos adiccionales siginificativos.  
Los resultados en CC de animales normóxicos están en consonancia con 
estudios previos del grupo (Pérez García et al., 1990, 1991; ver también Delpiano y 
Acker, 1991; Wang et al., 1991). Los experimentos mencionados de Pérez-García et 
al. (1990) se realizaron tanto en presencia como en ausencia de Ca2+. Los CC 
incubados en medios con Ca2+ al 10%O2 exhibían un aumento marcado en su 
contenido de AMPc. A PO2 de 46 mmHg (7% O2) el efecto de la hipoxia era 
máximo, alcanzando valores 7 veces superiores a los tejidos controles incubados a 
660 mmHg (Fig. 20). En el medio sin Ca2+, los niveles basales de AMPc eran 
aproximadamente la mitad de los observados en los controles en medios con Ca2+, 
lo que sugería la existencia de dos componentes en el aumento de AMPc 
desencadenado por la hipoxia: uno dependiente y otro independiente de Ca2+e, de 
modo que la disminución de la PO2 parece activar directamente al sistema 
generador de AMPc (la AC). En el medio que contiene Ca2+ hay un aumento 
adicional que reflejaría la activación de la AC por los NT liberados (Cachero et al., 
1996). 
Los datos aquí presentados sobre el efecto de los inhibidores de la AC 
transmembrana (SQ-22536) y soluble (KH7) sobre el aumento de AMPc inducido 
por la hipoxia aguda (7% O2) en CC de ratas controles (Figura R18) indican que 
sólo la ACtm participa activamente en el proceso de transducción del estímulo 
hipóxico, ya que su inhibidor específico abole aproximadamente el 90% del 
aumento de AMPc inducido por la hipoxia, equiparándolo a los niveles basales, 
mientras que el inhibidor de la ACs, no produce ningún efecto, a pesar de que 
dicha enzima ha sido identificada recientemente en las CQCC (Nunes et al., 2009). 
Resultados posteriores de este mismo grupo (Nunes et al., 2013) han confirmado 
169 
 
nuestras observaciones y descartan a la ACs como elemento transductor en la 
cascada de transducción hipóxica en el CC de rata. 
A pesar de descartar la participación de la ACs en la cascada de 
transducción hipóxica hemos evaluado su participación en la cascada de 
transducción del estímulo ácido ya que se había propuesto como posible sensor 
para cambios rápidos en la [HCO3-] (Nunes et al., 2009). Los resultados mostrados 
en la Figura R19 descartan también esta posibilidad ya que no se aprecian 
diferencias significativas en ninguna de las condiciones de hipercapnia ácida 
utilizadas. Ello está en consonancia con los datos de estudios más recientes donde 
se muestran que la ACs no tiene ningún papel fisiológico significativo en la 
producción de AMPc en respuesta a la hipercapnia isohídrica en el CC (Nunes et 
al., 2013). Estos autores encuentran que la expresión relativa del RNAm de la ACs 
es menor que la de la ACtm, no hay cambios dependientes del tiempo en el AMPc 
en presencia o ausencia de KH7 variando la [HCO3-] y  no hay efecto sobre la 
actividad de la PKA en presencia de diferentes [HCO3-/CO2]. Estudios previos de 
nuestro laboratorio (Pérez García et al., 1990) muestran un aumento muy leve del 
AMPc en condiciones de acidosis hipercápnica, siendo además dependiente de la 
presencia de Ca2+, lo que sugiere que el estímulo ácido no activa la AC 
directamente sino a través de las acciones de los NT liberados, a diferencia del 
estímulo hipóxico capaz de aumentar los niveles de AMPc en medios carentes de 
Ca2+. 
Como ya hemos mencionado, el incremento de la acumulación de AMPc 
inducido por hipoxia en medios carentes de Ca2+ es reflejo del aumento de la 
actividad de la AC localizada en las CQCC, lo que llevó a nuestro grupo a 
proponer un modelo de transducción del estímulo hipóxico acoplado al sistema 
AC-AMPc (Figura 20) (Cachero et al., 1995, 1996) que complementaba al propuesto 
inicialmente en CQCC y que todavía está vigente (González et al., 1992, 1994). La 
baja PO2 origina una señal sobre el sensor de O2 inhibiendo la corriente de K+ y 
activando la AC. La inhibición de la corriente de K+, activa canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje conduciendo a la entrada de Ca2+ y al aumento de la 
[Ca2+]i. El aumento de Ca2+ intracelular activa la maquinaria exocitótica y el 
aumento de los niveles de AMPc modula la corriente de K+ y la maquinaria 
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exocitótica haciendo la estimulación hipóxica más efectiva. En resumen el AMPc 
activaría la cascada de transducción hipóxica al menos en 2 pasos diferentes: 1) 
inhibiría las corrientes de K+ sensibles a O2 conduciendo a una potenciación del 
estímulo hipóxico y 2) modularía la maquinaria exocitótica de las CQCC.  
Aunque los análogos permeables de AMPc inhiben la corriente de K+ 
sensible a hipoxia (López-López et al., 1993), el nucleótido no es necesario para la 
inhibición de las corrientes de K+ por la hipoxia, ya que como hemos citado, en 
estudios previos se ha visto que la PO2 es capaz de reducir la probabilidad de 
apertura de los canales de K+ sensibles a O2 en parches de membrana, en 
configuración inside-out perfundidos con solución salina (Ganfornina y López-
Barneo, 1991) a diferencia de lo que ocurre en las células gustativas (Avenet et al., 
1988). El efecto activador del AMPc sobre la maquinaria exocitótica fue demostrado 
por el hecho de que la liberación de CA inducida por ionomicina, un ionóforo de 
Ca2+, era potenciada por FSK.  
Otro punto a señalar es que la cascada de transducción del estímulo 
hipóxico es compleja e implica a un gran número de NT. Muy recientemente, 
Conde y cols. (2008) han presentado evidencia farmacológica directa de que las 
cascadas de transducción de los receptores de adenosina A2B y los de dopamina 
D2, convergen para controlar los niveles de AMPc en las CQCC y su velocidad de 
liberación de CA, de modo que los agonistas de los receptores de dopamina D2 
inhiben la producción de AMPc en el CC y los agonistas de los receptores de 
adenosina A2B la potencian. La interpretación es que ambos receptores podrían 
ejercer acciones opuestas sobre la AC y por lo tanto sobre los niveles de AMPc. 
Adicionalmente puede hipotetizarse un acoplamiento receptor-receptor a nivel de 
la membrana plasmática entre los receptores A2B y D2. Este acoplamiento 
disminuiría la afinidad de los receptores D2 para la DA cuando los receptores A2B 
estuvieran ocupados por adenosina, y por lo tanto la adenosina liberada 
endógenamente estaría activando en normoxia la liberación de CA de las CQ.  
 
 Para la determinación de la actividad de las CQCC, existen varios enfoques 
experimentales como son el estudio de los mecanismos de membrana mediante 
electrofisiología, el estudio de las variaciones en la [Ca2+]i y el análisis de la 
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respuesta neurosecretora. Siguiendo este último enfoque de respuesta integrada, 
considerada el output último de la transducción sensorial en las CQCC, hemos 
tratado de verificar si la vía de señalización AMPc-PKA-Epac estaba implicada en 
la cascada de transducción del estímulo hipóxico, del estímulo ácido o bien en 
aquellas situaciones donde ambas estímulos ocurren de manera simultánea.  
 La inhibición de la ACtm disminuye aproximadamente el 60% de la 
secreción de 3H-CA evocada por la hipoxia (Figura R20) sin alterar su curso 
temporal, tanto en CC controles como HC. El uso de este fármaco no afecta ni a la 
secreción basal, ni a la liberación inducida por el estímulo despolarizante de alto 
K+e (Figuras R20) revelando un efecto específico de la AC-AMPc en la respuesta del 
CC a la hipoxia. Estos datos están en consonancia con estudios previos del grupo 
(Pérez García et al., 1990) que mostraban que la incubación de los CC con 30 mM 
de K+ y 60 mM de K+ en presencia de IBMX provocaba un aumento de AMPc, 
mientras que en los medios con IBMX y libres de Ca2+ ninguna de las 
concentraciones de K+ modificaba los niveles de AMPc. Además, la FSK (un 
activador de la AC) potenciaba la liberación inducida por hipoxia y no la inducida 
por alto potasio (Pérez García, 1991) indicando que el alto K+ no activa la adenilato 
ciclasa directamente, sino a través de la acción secundaria de los NT liberados 
(Pérez-García et al., 1990; Cachero et al., 1996; Rocher et al., 2009). Luego podemos 
concluir que la hipoxia es el único estímulo en el CC capaz de activar la AC de un 
modo directo y que la mayor ganancia de la hipoxia para desencadenar la 
liberación de NT está mediada por un mecanismo dependiente de AMPc. 
 
 Puesto que el efector clásico de la vía de la AC-AMPc es la PKA, nuestro 
siguiente objetivo, una vez demostrada la implicación de la AC en la cascada de 
transducción hipóxica, fue estudiar su participación. Para ello utilizamos un 
inhibidor de la misma (H89; Hidaka et al., 1991) a una dosis habitual en la 
bibliografía (10 µM; Thompson y Wyatt, 2011). El resultado obtenido como muestra 
la Figura R21, fue una gran potenciación de la liberación basal de CA tanto en CC 
normóxicos como HC, hecho que nos hizo sospechar que se trataba de un efecto 
tóxico de la droga, motivo por el cual decidimos emplear una dosis más baja (1 
µM). Dicha dosis no produjo ninguna modificación en la respuesta secretora del 
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CC. Recientemente se ha puesto en duda la especificidad del H89 para inhibir a la 
PKA (Lochner y Moolman, 2006) ya que se ha encontrado que esta sustancia es 
capaz de inhibir también al menos 8 quinasas diferentes (MAPKAP-K1b, MSK1, 
KBα, SGK, S6K1, ROCK II, AMPK, y CHK1) en un 80–100% cuando se utiliza a una 
dosis 10 µM. La utilización de otros inhibidores (KT-5720 y Rp-cAMPs)  y 
activadores (6-Bnz-cAMP) de la vía de la PKA (Figura R22) tampoco modificó la 
secreción de CA frente al estímulo hipóxico, llevándonos a excluir la participación 
de la PKA en la cascada de transducción hipóxica. Estos resultados están en 
consonancia con estudios previos del grupo (Rocher et al., 2009) realizados sobre 
CQCC de conejo, donde el uso de los inhibidores de la vía de la PKA (H89, KT-5720 
o Rp-cAMPs) no produjo ningún efecto sobre la liberación de CA con el estímulo 
hipóxico descartando la participación de esta vía de señalización. 
 El hecho de descartar la participación de la PKA como diana de los 
aumentos del AMPc en el CC nos llevó a estudiar otros posibles efectores del 
AMPc, en concreto de la cascada descrita recientemente para AMPc mediada por 
proteínas Epac (Seino y Shibasaki, 2005). Utilizando el único inhibidor de Epac 
inicialmente disponible, la brefeldina A (BFA), encontramos que ésta era capaz de 
inhibir un 30% la liberación de CA tanto en CC de ratas normóxicas como HC, sin 
afectar la respuesta  del CC al alto K+e, sugiriendo que la vía del Epac se activa por 
hipoxia. Esta sugerencia fue verificada por el uso de 8-pCPT-2′-O-Me-cAMP, un 
activador específico de Epac (Figura R24), que no activa a PKA. Dicho activador es 
capaz de revertir el efecto del inhibidor de la AC (SQ-22536). Los datos 
experimentales sugieren por lo tanto que los mecanismos implicados en la 
potenciación de AMPc de la liberación hipóxica están mediados por Epacs (o 
factores de intercambio de nucleótidos de guanina regulados por AMPc o cAMP-
GEFs). Las proteínas Epac están implicadas en múltiples procesos celulares. Uno de 
los primeros papeles asignados a Epac, y en particular a Epac 2 es la regulación de 
la exocitosis de insulina, sugiriendo que esta cAMP–GEF podía ser una diana 
farmacológica relevante para el tratamiento de la diabetes (Kang et al., 2003; 
Kashima et al., 2001). Se sabe que las GTPasa tipo Ras: Rap1 y Rap2 son los 
efectores directos de Epac (Bos et al., 2003; Somekawa et al., 2005). Los efectos más 
relevantes de la vía Epac-Rap en nuestro contexto, se refieren a la dinámica de 
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vesículas o gránulos secretores, facilitando el predocking y docking de los mismos y 
por tanto facilitando la secreción. En otros sistemas (e.g., cardiomiocitos, 
McConnachie et al., 2006) Epac facilita el anclaje de AKAP en dominios específicos 
de la célula y su unión con AMPc, lo que permitiría compartimentalizar la acción 
de este segundo mensajero. El mecanismo molecular de acción de las Epacs  sobre 
la secreción y neurotransmisión lo recoge el esquema de la Figura D4 modificada 
de Holz et al. (2006) donde se muestra que el AMPc ejerce sus efectos a través de 
Epac 2, que forma un heterodímero con Rim 2, una molécula que interacciona con 
la GTPasa Rab3A, que juega un papel central en la regulación  de la exocitosis 
dependiente de Ca2+. A través de un mecanismo todavía no definido, el AMPc 
actúa a través de Epac 2 para permitir que Rim 2 promueva el cebado de los 
gránulos secretores, convirtiéndoles en gránulos eficaces y activos para la 
liberación (Ozaki et al., 2000; Seino & Shibasaki, 2005). Como Rab3A está localizada 
en la superficie citoplasmática de los gránulos secretores anclados en la membrana 
plasmática, su habilidad para reclutar heterodímeros de Rim 2 y Epac 2 podría 
explicar la acción del AMPc sobre el aumento de tamaño del pool fácilmente 




Al unirse a AMPc, los dominios GEF de Epac catalizan el intercambio de 
GDP por GTP en pequeñas proteínas de unión a GTP, lo que conduce a su 
activación. Ozaki y cols. (2000) demostraron que la acción secretagoga de Epac2 
resultaba de su interacción directa con proteínas asociadas a los gránulos 
secretores, Rim2 y Piccolo. Al mismo tiempo, a través de una proteína pequeña de 
unión a GTP diferente, Rap-1, Epac puede conducir a la activación cascada abajo de 
Fig D4. Interacciones de Epac 2 con 
proteínas asociadas a gránulos secretores. 
En el modelo Epac 2, Rim 2 y Piccolo 
forman un complejo macromolecular que 
interacciona con la forma unida a GTP de  
Rab 3A para regular el cebado y la 
exocitosis de los gránulos secretores (SG). 
Este modelo también puede aplicarse a las 
terminaciones nerviosas presinápticas en 
las cuales las vesículas sinápticas se 
encuentran en una estrecha asociación con 
Rim1. (Modificada de Holz et al., 2006).  
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la quinasa regulada por la señal extracelular (ERK) y la quinasa activada por 
mitógeno (MAPK) y la modulación de los canales de K+ (Yuan y Chen, 2006).  
Nuestra hipótesis propone que la maquinaria exocitótica o los canales de K+ 
pueden ser las dianas para la regulación independiente de la PKA mediada por 
AMPc durante la estimulación hipóxica, ya que como han mostrado los 
experimentos previos del grupo, los análogos de AMPc (dibutirilcAMP) mimetizan 
la hipoxia inhibiendo las corrientes de K+ en CQCC de conejo (López-López, 1993). 
Otras dianas potenciales de Epac como los canales de Ca2+ y los depósitos 
intracelulares podrían ser excluidos en el caso de las CQ porque los análogos de 
AMPc no modifican las corrientes de Ca2+ en las CQ (López-López, 1993) y porque 
los depósitos de Ca2+ intracelular parecen tener una importancia mínima en el 
control de los niveles de Ca2+ libre (Vicario, 2000 b; Conde, 2006 b). Los canales 
aniónicos y las uniones tipo gap en las CQ también están reguladas por AMPc pero 
no se sabe si esta regulación es dependiente o independiente de PKA.  
 En este trabajo demostrado también, por primera vez, que Epac 1 y Epac 2 
se expresan en el CC de rata (Figura R25) en las CQ (Figura R26) y que, por tanto, 
una de ellas o ambas pueden mediar el efecto potenciador descrito. Se ha citado 
que en la rata, el RNAm de Epac 1 está ampliamente expresado, mientras que el 
RNAm de Epac 2 está más restringido a los tejidos neurales. La proteína Epac 
parece estar regulada durante el desarrollo en el SNC de la rata, siendo Epac 1 la 
isoforma dominante en tejidos embrionarios, pero está disminuida (down regulada) 
en tejidos adultos. Por el contrario, Epac 2 está más expresada después del 
nacimiento (Peace y Shewan, 2011). En el CC de rata, encontramos que Epac 1 es la 
isoforma predominante en relación a la expresión de β actina, siendo Epac 2 una 
isoforma inducible por hipoxia (Figura R25). Aunque no está claro si este patrón de 
expresión dinámica tiene alguna importancia funcional, sugiere distintos papeles 
para Epac 1 y 2. De hecho no se sabe si las acciones de Epac1 y Epac 2 son distintas; 
el único criterio para pensar que poseen distintas acciones es que la expresión de 
ambas tiene cierta especificidad según hemos comentado. Los inhibidores 
supuestamente específicos de Epac 1 y 2 que nosotros hemos utilizado parecen 
proporcionar datos que sugieren cierta especificidad de acciones de ambos Epacs 
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aunque lo que es cuestionable es la especificidad de los inhibidores (Rehmann, 
2013; ver más delante). 
La discriminación entre las vías de señalización dependientes de PKA y de 
Epac se ha visto obstaculizada por la falta de agentes específicos para cada una de 
estas proteínas, ya que el inhibidor clásico de las mismas, la BFA no es totalmente 
específico. Muy recientemente en Octubre de 2012 se han identificado nuevos 
inhibidores de última generación de las proteínas Epac (Chen et al., 2012), que son 
compuestos 5-ciano-6-oxo-1,6-dihidro-pirimidina ESI-08, (HJC0198) y (HJC0197) 
que bloquean selectivamente la activación de Epac inducida por AMPc, pero no 
inhiben la activación de la PKA. Estos compuestos son incluso capaces de 
diferenciar las isoformas Epac1 y Epac 2 de forma supuestamente específica como 
en el caso de ESI-05 y ESI-07 que actúan como inhibidores exclusivos de  Epac 2 
(Tsalkova et al., 2012). Como muestran las Figuras R27 y R28, el uso de los 
compuestos ESI-09 y HJC0197 (inhibidores tanto de Epac 1 como de Epac 2) 
utilizados a las dosis recomendadas, provoca un marcado efecto sobre la liberación 
basal independientemente de la aplicación del estímulo, sugiriendo un efecto 
tóxico sobre el CC, lo que nos llevó a descartarlos, considerándolos inadecuados 
para nuestra preparación. Respecto al inhibidor específico de Epac 2, el ESI-05, 
(Figura R28) la aplicación de la droga tanto a dosis bajas como altas, no produjo 
ningún efecto significativo, por lo que concluímos que o bien Epac 2 no participa en 
la señalización de la cascada de transducción del estímulo hipóxico, o bien la droga 
no es adecuada para nuestra preparación. En conclusión, estos nuevos inhibidores 
sintéticos que en principio resultaban prometedores, no nos han permitido 
diferenciar la participación de una o ambas isoformas de Epac en la vía de 
señalización activada por la hipoxia en el CC de rata, en contra de nuestras 
espectativas. 
 
 Puesto que los primeros resultados obtenidos en nuestro laboratorio 
respecto al estudio de los efectos de la HC sostenida en el CC de rata (Cáceres, 
2007, Tesis Doctoral) revelaban que la sensibilización de la respuesta a la hipoxia 
aguda era menor que la que se producía en respuesta a la acidosis hipercápnica, 
tanto a nivel del CC in vitro como a nivel de ventilación en el animal entero, 
176 
 
decidimos probar si la vía del AMPc/Epac podía participar en la señalización del 
estímulo ácido y por tanto, en la sensibilización a la acidosis observada tras la 
exposición a HC. Los datos de estos estudios se muestran en la Figura R29 y nos 
llevaron a concluir que la vía AMPc- Epac no participaba en la transducción del 
estímulo ácido hipercápnico en el CC de ratas normóxicas, pero 
sorprendentemente sí parece estar implicada en la señalización del estímulo ácido 
en los CC adaptados a la HC. 
Un paso crucial en el proceso de transducción de la hipercapnia del CC 
parece ser la hidratación intracelular del CO2 para formar HCO3- y H+, una reacción 
catalizada por la anhidrasa carbónica (Rigual et al., 1991, 1985; Iturriaga et al., 1991; 
Travis, 1971; Zhang y Nurse, 2004). El aumento de la PCO2 extracelular a HCO3- 
constante (hipercapnia ácida) está acoplado con una reducción en el pHi en las 
CQCC (Buckler et al., 1991 a). 
Por tanto, nos propusimos estudiar si la AC soluble pudiera estar implicada 
en esta sensibilización utilizando su inhibidor específico (KH7), sobre la respuesta 
inducida por la acidosis hipercápnica (20% CO2, pH 6.6), de forma aislada y de 
forma conjunta con el inhibidor de la ACtm (SQ-22536). Sin embargo, el gran 
aumento de secreción basal encontrado, con un 250% de potenciación, nos hace 
sospechar que esta droga, el KH7, está actuando de forma inespecífica sobre las 
CQCC con efectos independientes de la ACs (Bitterman et al., 2013; Tian et al., 
2011). Recientemente, se ha descrito que posee un efecto desacoplante en la 
mitocondria independiente de sus acciones sobre la ACs (Di Benedetto et al., 2013), 
lo que nos llevó a descartar  su uso. Estos resultados no nos permiten decidir si la 
ACs de las CQCC contribuye o no a la señalización del estímulo ácido, actuando 
como posible sensor del HCO3- en los CC de las ratas mantenidas en HC, pero 
basándonos en los resultados obtenidos sobre acumulación de AMPc (Figura R19) 
en CQCC nos atrevemos a descartar su participación. 
 Cuando analizamos la posible implicación de la PKA, de los resultados 
obtenidos (Figura R31A) se deduce que la aplicación del inhibidor de la quinasa 
(H89) utilizado a las mismas condiciones que en los experimentos de estimulación 
hipóxica, produce una marcada potenciación con la dosis más alta, de forma 
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similar a como ocurría con la respuesta a la hipoxia (Figura R21). La posibilidad de 
que este efecto inespecífico del H89 fuera debido a una desinhibición de la entrada 
capacitativa de Ca2+ o a una activación de canales de Ca2+ dependientes de voltaje 
como ocurre en otras preparaciones (Liu et al., 2005), se exploró usando 
conjuntamente H89 junto con un inhibidor de la entrada capacitativa de Ca2+ (2-
APB), y un inhibidor de los VOCC (Nifedipina). La aplicación de ninguna de estas 
drogas modificó los efectos del H89, excluyendo estas vías como responsables de 
su efecto. Los efectos mostrados del activador de PKA (6Bnz-cAMP), del inhibidor 
de Epac (BFA) y del activador de Epac (8pCPT-2´-O- Me-cAMP) junto con SQ-
22536 sobre la respuesta inducida por acidosis hipercápnica son similares a los 
obtenidos cuando el estímulo aplicado es hipoxia y ponen de manifiesto que 
durante la exposición a HC en los CC de rata, probablemente se activa la 
producción basal de AMPc y la vía de señalización de éste parece cobrar mayor 
importancia (Figura R31C), asemejándose a la de la hipoxia.  
Por tanto, la vía del AMPc en la cascada de transducción hipercápnica 
parece cobrar protagonismo en los CC de animales expuestos a HC, a diferencia de 
lo que ocurre en la respuesta a la estimulación hipóxica donde afecta por igual a 
CC de ratas normóxicas e HC. En un estudio reciente de nuestro laboratorio 
(Rocher et al., 2009) se demostró la mayor eficacia de la acidosis hipercápnica (20% 
CO2, pH 6.6) que de la hipoxia moderada (PO2 46mmHg) en despolarizar las CQ 
aisladas de conejo mientras que en términos de secreción, el estímulo ácido 
hipercápnico, es bastante menos eficiente que la hipoxia moderada. Basado en 
múltiples observaciones, los datos de este estudio (Rocher et al., 2009) sugieren que 
la mayor ganancia de la hipoxia para desencadenar la liberación de NT está 
mediada por un mecanismo dependiente de AMPc porque la hipoxia y no el alto 
K+, produce un aumento en los niveles de AMPc en el CC (Pérez-García et al., 
1990). La observación adicional de que las respuestas secretoras independientes de 
AMPc desencadenadas por acidosis hipercápnica en el CC normóxico se 
comportan como dependientes de AMPc en CC de animales en HC y el hecho de 
que la expresión de Epac 2 cambie en HC, sugiere la aparición de cambios 




Como ya hemos comentado en la Introducción, los CC son los responsables 
de toda la hiperventilación que ocurre en hipoxia hipóxica (Lahiri y Delaney, 1976) 
y del 25-40% de la hiperventilación compensatoria que ocurre en acidosis (Nattie, 
1999). Estos reflejos ventilatorios se inician a nivel de las CQ que representan los 
elementos sensores de la PO2 y de los H+ (González et al., 1994). Las CQ en 
respuesta a estos estímulos aumentan su velocidad basal de liberación de NT que a 
su vez aumenta la frecuencia de los PA en el NSC, aunque el estímulo ácido 
también podría estimular directamente las terminaciones nerviosas del NSC 
contribuyendo a incrementar la frecuencia del NSC en acidosis (Rigual et al., 1984). 
Cuando se evalúa la actividad del CC a nivel del NSC o sobre la ventilación, existe 
una interacción entre el estímulo hipóxico e hipercápnico de modo que la respuesta 
a la aplicación de ambos estímulos es aditiva o más que aditiva en un amplio rango 
de valores de estimulación hipóxica, aunque hipoxias severas sean capaces de 
desencadenar respuestas máximas independientemente de la intensidad de la 
estimulación acida (Fitzgerald y Parks, 1971; Lahiri y Delaney, 1975; Fitzgerald, 
1976; Pepper et al., 1995). Ya que en las células de feocromocitoma PC12 (Taylor et 
al., 1999) y en células de medula adrenal de rata (Rico et al., 2005) se ha descrito 
que la estimulación ácida e hipóxica es sinérgica en desencadenar la secreción de 
CA, parece que en el CC, la interacción también puede ocurrir a nivel de las CQ. De 
hecho, en CQCC aisladas, la hipoxia y el ácido son también sinérgicos en 
desencadenar un aumento en los niveles de Ca2+ intracelular (Dasso et al., 2000).  
En el presente estudio demostramos que la interacción entre ambos estímulos 
fisiológicos también ocurre a nivel de la liberación de NT y en etapas muy 
tempranas en la cascada de transducción, y que la hipoxia y la acidosis 
hipercápnica interaccionan de forma sinérgica (Figura R32) sobre la 
despolarización de las CQ (Ramírez et al., 2012). Además, según muestran los datos 
de la Figura R33, la interacción positiva entre ambos estímulos está mediada por 
AMPc ya que la inhibición de la AC elimina totalmente la potenciación sobre la 
liberación de CA, y la proteína Epac participa en dicho proceso, ya que existe una 
reversión de esta inhibición cuando, junto con el inhibidor de la ACtm, se aplica el 
activador de Epac, 8-pCPT-2´-O-Me-cAMP. En conjunto, todos estos datos nos 
llevan a concluir que hay una interacción positiva entre la hipoxia y el estímulo 
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ácido/hipercápnico a nivel de la despolarización de la membrana y en segundo 
lugar a nivel de la respuesta secretora en las CQ, estando esta última interacción 
mediada por una vía de señalización dependiente de AMPc-Epac.  
 El hallazgo de que un mecanismo endógeno dependiente de AMPc está 
potenciando el acoplamiento del estímulo hipóxico e hipercápnico a la exocitosis, 
sugeriría que la vía de Epac está activando la entrada de Ca2+ y en consecuencia la 
liberación de NT dependiente de Ca2+. Aunque los canales de Ca2+ han sido 
descritos como dianas potenciales para Epac (Seino y Shibasaki, 2005), esta 
posibilidad debe ser excluida en el caso de las CQCC porque los análogos de AMPc 
no modifican las corrientes de calcio en las CQCC (López-López et al., 1993) ni en 
CC controles ni en los provenientes de CC de animales HC (Carpenter et al., 1998). 
La maquinaria exocitótica y los canales de K+ serían dianas alternativas de la 
regulación dependiente de Epac mediada por AMPc durante la estimulación 
hipóxica/hipercápnica ácida, de acuerdo con la potenciación mencionada arriba de 
la liberación exocitótica y la despolarización de Em inducida por ambos estímulos.  
 
3. ASPECTOS GENERALES: UNA VISIÓN INTEGRADA 
  
 Para finalizar la discusión e interpretación de los datos recogidos en esta 
Tesis Doctoral queremos proponer el siguiente modelo de transducción hipóxica en 
las CQCC de rata (Figura D5), que recoge tanto los resultados de nuestros estudios 
como datos previos del grupo (Cachero, 1994; Cáceres, 2007, Tesis Doctorales). 
 En condiciones de normoxia, las CQ mantendrán un Em de -60 a -50 mV, 
como resultado del balance en la difusión de iones a través de los canales de K+ 
leaky (TASK-1/TASK-3) y de otros iones tales como Na+ y Cl-, aparte de la 
contribución de los transportadores electrogénicos; su [Ca2+]i en reposo sería baja 
(~100 nM). Con la llegada del estímulo hipóxico, el sensor de O2, de naturaleza 
desconocida hasta la fecha, facilita la inhibición de los canales de K+ provocando el 
cierre de los mismos y el cese de la salida del ion y una activación de la AC. 
Nuestro grupo apoya la hipótesis (ver González et al., 2010) de que el sensor es una 
hemoproteína (quizás NOX4) que detecta la caída en la PO2 mediante un cambio 
conformacional que transmite alostéricamente a los canales TASK que se inhiben y 
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provocan el comienzo de la despolarización de la membrana, entrando en juego 









































Figura D5. Esquema propuesto del proceso de transducción hipóxico en el CC. 
 
Los canales de Ca2+ voltaje dependientes de alto umbral estarían todavía 
cerrados y los maxi-K completamente inhibidos por la hipoxia. Cuando la 
membrana llega a potenciales de -40mV otros canales iónicos se activan, como los 
canales de Na+ y de Ca2+ de alto umbral (tipo L) que promoverían una mayor 
despolarización, generando un PA que llevaría el Em a valores próximos a 0 mV, lo 
que provocaría un aumento de la [Ca2+]i y una posible activación de los canales 
maxi-K. La presunta activación de los canales maxi-K y otros Kv, repolarizarían la 
membrana y el ciclo se repetiría mientras se mantenga el estímulo hipóxico. 
Durante cada PA, una cantidad determinada de Ca2+ accedería a la célula a través 
de los canales tipo L proporcionando el Ca2+ necesario para la secreción de NT.  
Por otra parte, la activación de la ACtm por la hipoxia con la participación 
(o no) de proteínas G heterotriméricas, aumenta los niveles de AMPc que pueden 
modular por un lado las corrientes de K+ potenciando la inhibición provocada por 
la hipoxia y por otro lado, actuando sobre la maquinaria exocitótica. Es en este 
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segundo paso donde participaría Epac (1 y/o 2), en la facilitación del proceso de 
exocitosis, provocando la activación de distintos efectores implicados en la 
secreción de NT. Proponemos por lo tanto, que la mayor ganancia observada al 
aplicar el estímulo hipóxico con respecto a la estimulación ácida en CC de ratas 
controles, se debe a la activación directa de la AC por la baja PO2, lo que promueve 
un aumento de los niveles de AMPc que desencadenan la secreción de CA 
mediante la vía del Epac. Aún quedan sin embargo muchas incógnitas por resolver 
cómo cual es la participación de Epac 1 o 2 en dicha cascada de señalización, así 
como cuáles serían sus moléculas efectoras (posiblemente Rab3, Rim2) o el estudio 
de la posible implicación de complejos formados por proteínas AKAP que integren 
varías vías de señalización (PKA, Epac, PDE) tal y como se ha sugerido en 
cardiomiocitos, lo que permitirán caracterizar por completo la cascada de 
transducción hipóxica y serán objeto de futuros trabajos del grupo.    
En cuanto a los procesos de remodelado sufridos por los CC durante la HC, 
nuestros datos también sustentan la idea, de que la mayor sensibilización 
encontrada en los CC expuesto a HC, se debe a una participación de la vía AC-Epac 
que parece estar potenciada también para el caso del estímulo ácido, ya que 
participa de forma específica en la cascada de transducción de los CC tras HC, así 
como en la potenciación observada en la estimulación hipóxica aplicada de forma 
































































1. La exposición a una atmósfera hiperóxica (55-60%O2) en el periodo perinatal 
produce, en ratas, pérdida de la VPH, hipofuncionalidad del CC y daño oxidativo  
en pulmón e hígado durante la primera semana de vida postnatal, normalizándose 
sólo el daño oxidativo en el estado adulto (90 días).  
 
2. La administración de una dieta suplementada con antioxidantes (ácido lipoico y 
vitamina E) revierte por completo la pérdida de la VPH observada en los animales 
hiperóxicos, sin alterar las respuestas de la circulación sistémica a la hipoxia.  
 
3. La suplementación con antioxidantes no revierte la hipofuncionalidad del CC 
medida bien como aumento de la respuesta secretora de CA bien como aumento de 
la síntesis de AMPc frente a la hipoxia aguda.  
 
4. La suplementación con antioxidantes revierte el daño observado en pulmón e 
hígado a los 7 días, pero produce un cambio oxidativo permanente en cerebro tanto 
a 7 como a 90 días, sugiriendo un comportamiento específico del cerebro con 
respecto al resto de órganos. 
 
5. Estudios electrofisiológicos realizados en CMLAP de las ratas expuestas a 
hiperoxia perinatal descartan que el elemento dañado en la cascada de 
transducción hipóxica que impide que se desarrolle la VPH sean los canales de K+ 
sensibles a O2 o una producción incrementada de ROS, ya que ambos parámetros 
son similares a los de las CMLAP de ratas controles. De esto se concluye que ambos  
elementos, canales de K+ y/o ROS pueden ser necesarios pero no suficientes para 
disparar la VPH. 
 
6. La exposición a hipoxia crónica mantenida (10-11% O2; 7 días) produce cambios 
en la señalización a través de AMPc, duplicando los valores basales y manteniendo 
los estimulados por hipoxia aguda respecto a los CC de ratas normóxicas. Este 
patrón cambia cuando la hipoxia crónica es intermitente: se produce una 
potenciación del aumento de AMPc en respuesta a la hipoxia aguda sin cambios en 
los valores basales. Lo opuesto sucede en CC hiperóxicos. De ello se concluye que  
diferentes patrones de cambios en los niveles de AMPc pueden ser  responsables de 
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la diferente sensibilización que la hipoxia intermitente o mantenida produce en el 
CC de rata.  
 
7. Durante la aclimatación de ratas expuestas a hipoxia sostenida se produce un 
aumento de la respuesta secretora Ca2+ dependiente del CC frente a la hipoxia 
aguda. Se descartan cambios apreciables en la funcionalidad y expresión de los 
canales de Ca2+ tipo L, como se demuestra mediante RT-PCR, Western Blot e 
inmunocitoquímica.  
 
8. La inhibición farmacológica de la AC o de la proteína Epac, pero no de la PKA, 
disminuye entre 50-70% la respuesta del CC a la hipoxia aguda tanto en ratas 
normóxicas como hipóxicas crónicas. Un activador de Epac, el 8-pCPT-2’-O-Me-
cAMP, revierte el efecto de la inhibición farmacológica de la AC. Se concluye que 
en CC controles o en HC, la hipoxia aguda activa una vía mediada por 
AMPc/Epac. 
 
9. Los CC de ratas normóxicas e HC expresan Epac 1 y Epac 2, de 
aproximadamente 100kDa, colocalizando con TH. La proteína Epac 2 aparece como 
una banda desdoblada, una de las cuales parece inducirse en CC de ratas expuestas 
a HC. 
 
10. La vía AMPc-Epac participa en la transducción del estímulo ácido hipercápnico 
en el CC de ratas expuestas a HC pero no en CC controles. Dicha vía parece regular 
también la interacción sinérgica observada entre la hipoxia y el estímulo 
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